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RESUMEN 
La caña de azúcar (Saccharum spp.) pertenece a la familia Poaceae y representa uno de los 
cultivos de mayor importancia económica debido a su alta acumulación de sacarosa, 
contabilizando cerca del 70% de la producción mundial, alta eficiencia en producción de 
biomasa, producción de  biocombustibles, de primera y segunda generación, y 
cogeneración de energía. Se cultiva en áreas tropicales y subtropicales del mundo. En 
Colombia el cultivo de caña para la producción de azúcar ocupa un área de 218.311 ha 
produciendo en promedio 114.6 toneladas de caña por hectárea. El proceso de 
transformación genética en plantas permite introducir genes asociados a características que 
mejoren la calidad de un cultivo. Los promotores hacen parte de un gen y tiene la función 
de acoplar la maquinaria transcripcional para asegurar su expresión. Actualmente el 
proceso de transformación genética en caña de azúcar  no dispone de un promotor obtenido 
a partir del genoma de la caña, estable a través del tiempo. Por lo tanto el objetivo de éste 
estudio fue aislar un promotor propio del genoma de la caña y evaluarlo en la inducción del 
gen reportero uidA (Gus). A partir del ADN de la variedad CC 01-678 se amplificaron dos 
fragmentos con tamaños de 1282 pares de bases (pb) (AY699) y 1303 pb (AY700), 
correspondientes al promotor del gen sacarosa sintetasa (SuSy). Por otro lado el promotor 
Ubiquitina de maíz, con un tamaño de 2000 pb, se usó como control y se obtuvo por medio 
de PCR a partir del plásmido pUbi/1SD. Tres construcciones genéticas denominadas pC-
AY699, pC-AY700 y pC-Ubi se obtuvieron reemplazando el promotor CaMV35S presente 
en el vector pCambia 1305.2 por los dos fragmentos aislados del gen SuSy así como por el 
promotor Ubiquitina. El análisis histoquímico de expresión transitoria del gen reportero 
uidA, dirigida por los diferentes promotores, se realizó utilizando callo embriogénico de la 
variedad CC 84-75. La mayor expresión se observó con el promotor Ubiquitina, 
contabilizando en promedio 406 ± 9.77 puntos azules, mientras que con el promotor 
CaMV35S y AY700 sólo se observaron 46 ± 3.48 y 4 ± 1.33 respectivamente.  
Palabras claves: Promotor, plásmido, caña de azúcar, pCambia 1305.2, uidA, CaMV35S, 
Ubiquitina. 
 
 
 
ABSTRACT 
Sugarcane (Saccharum spp.) belongs to the family Poaceae and is one of the most 
economically important crops because of its high accumulation of sucrose, accounting for 
about 70% of global output, high efficiency in biomass production, production biofuels, of 
first and second generation, and energy cogeneration. It is cultivated in tropical and 
subtropical countries around the world. In Colombia, the cultivation of sugarcane for sugar 
production occupies an area of 218,311 ha, produced an average of 114.6 tonnes of cane 
per hectare. The process of genetic transformation in plants allows the introduction of genes 
associated with characteristics that improve the quality of a crop. The promoters are part of 
a gene and have the function of coupling the transcriptional machinery to ensure its 
expression. Currently the genetic transformation of sugarcane does not have a promoter 
obtained from the sugarcane genome, stable over time. Therefore, the objective of this 
study was to isolate a promoter from the sugarcane genome and evaluate the induction of 
the reporter gene uidA (Gus). From the DNA of the sugarcane variety CC 01-678, two 
fragments with sizes of 1282 base pairs (bp) (AY699) and 1303 bp (AY700) were 
amplified from the sucrose synthase gene promoter (SuSy). Furthermore, maize Ubiquitin 
promoter with a size of 2000 bp, was used as control and was obtained by PCR from 
plasmid pUbi/1SD. Three genetic constructs called pC-AY699,  pC-AY700 and pC-Ubi, 
were obtained by replacing the CaMV35S promoter present in the vector pCambia 1305.2 
by each of the two fragments isolated from the SuSy gene as well as the ubiquitin promoter. 
Histochemical analysis of transient expression of uidA reporter gene, directed by the 
different promoters, was performed using embryogenic callus of variety CC 84-75. The 
highest expression was observed using the ubiquitin promoter, accounting on average 406 ± 
9.77 blue dots, while using the CaMV35S and AY700 only 46 ± 3.48 and 4 ± 1.33 blue 
dots was observed respectively.  
Keywords: Promoter, plasmid, sugarcane, pCambia 1305.2, uidA, CaMV35S, ubiquitin 
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INTRODUCCION 
La caña de azúcar (Saccharum spp.) pertenece a la familia Poaceae tribu Andropogoneae, 
presenta un metabolismo C4 de mayor eficiencia fotosintética reportando una producción 
cercana a los 1.68 billones de toneladas anuales (FAO 2010). Presenta una alta 
acumulación de sacarosa, producción de biomasa, energía renovable  (bio-etanol) y 
cogeneración de energía, catalogándose como uno de los cultivos de mayor importancia 
económica a nivel mundial. La caña de azúcar se cultiva en 127 países tanto tropicales 
como subtropicales, cubriendo un área cercana a los 13´000.000 ha (Cordeiro et al. 2010). 
En Colombia, el área total sembrada con caña para producción de azúcar es de 223.905 ha, 
equivalente al 70 % de los cultivos sembrados en el valle del rio Cauca, registrando 114.6 
toneladas de caña por hectárea y 12.8 toneladas de azúcar por hectárea ocupando el tercer 
rubro de importancia a nivel nacional (Cenicaña Informe anual 2010).  
Los promotores son secuencias de ADN pertenecientes a un gen, ubicándose en la mayoría 
de los casos hacia el extremo 5´ de los genes en organismos eucariotas, donde se acoplan 
los diferentes factores de transcripción permitiendo la posterior unión de la enzima ARN 
polimerasa II y síntesis del ARN mensajero primario (Lewin. 2008). Debido a que es en el 
promotor donde se ensambla toda la maquinaria transcripcional necesaria para la síntesis de 
una cadena polipeptídica, son de mucha importancia y utilidad en los procesos 
biotecnológicos; específicamente en transformación genética al permitir la transcripción de 
genes de interés tanto agronómico como genes marcadores de selección (Cordeiro  et al. 
2010). Los promotores se pueden clasificar dependiendo de su ubicación y patrón de 
expresión. Por lo tanto existen promotores constitutivos, específicos de tejido y/o órgano, 
inducibles y sintéticos; brindando diferentes opciones al momento de decidir el patrón y/o 
ubicación de expresión que se desea de un transgen. En caña de azúcar se han realizado 
estudios sobre el aislamiento de promotores de tipo inducible por déficit hídrico y salinidad, 
como es el promotor del factor de transcripción ScMYBAS1 (Prabu, & Prasad. 2011), de 
tipo constitutivo como el Ubi 4 y Ubi9 (Wei et al. 2003), así como de otro tipo de 
promotores tales como es el de la subunidades pequeña de la enzima Rubisco (Tang et al. 
1996), de la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (UGDH) (van der Merwe et al. 2003); 
relacionados con biosíntesis de fibra e implicados en defensa (Damaj et al. 2010). 
Igualmente se han aislado y evaluado fragmentos del genoma del Virus Baciliforme de la 
caña de azúcar (ScBV), encontrando que funcionan como promotores al inducir la 
expresión del gen reportero uidA en caña, avena y Arabidopsis (Tzafrir et al. 1998; 
Braithwaite et al. 2004).  
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A pesar que se han aislado promotores en caña de azúcar (homólogos), como de especies 
relacionadas (heterólogos), se presentan ciertas dificultades tales como: Pérdida de patrones 
de expresión observados entre el callo (expresión transitoria) y plantas jóvenes o adultas 
(expresión estable) (Wei et al. 2003), debido a silenciamiento post-transcripcional (Mudge 
et al. 2009; van der Merwe et al. 2003). La identificación de secuencias o características 
específicas que expliquen el silenciamiento de algunos de ellos, no ha sido posible. La 
predicción de la presencia de promotores de manera in silico, a diferencia de la presencia de 
genes, representa desafíos al encontrarse en sus estados iniciales; sumado al hecho que para 
su definición éste debe ser funcional y no estructuralmente (Rombauts  et al. 2003). Hasta 
la fecha la expresión de transgenes se ha realizado bajo el control de promotores de tipos 
constitutivo, lo cual causa detrimento en el desarrollo, crecimiento y producción de la 
planta. El uso repetitivo del mismo promotor, en los procesos de transformación 
multigénica puede generar un posible silenciamiento (Peremarti et al. 2010). Actualmente 
existe un interés o se busca aislar promotores que dirijan la expresión del gen espacial, 
temporal y estados de desarrollo específicos de la planta. Por lo tanto se han incrementado 
los estudios de búsqueda para aumentar la diversidad de promotores, mediante el 
descubrimiento y caracterización funcional de nuevos promotores.  
 
En el presente estudio, utilizando el método de transformación genética por biobalística, se 
reporta la expresión transitoria del gen reportero uidA (Gus) dirigida por el fragmento 
AY700, perteneciente al promotor del gen sacarosa sintetasa (SuSy), así como de los 
promotores CaMV35S y Ubiquitina en callo embriogénico de la variedad de caña CC 84-
75. 
 
1. OBJETIVOS 
1.1 Objetivo General. 
Identificar promotores de caña de azúcar que promuevan expresión estable y elevada del 
transgen, como herramienta fundamental y promisoras en el desarrollo de variedades 
transgénicas comerciales.  
1.2 Objetivos específicos. 
1.2.1 Identificar promotores en las regiones 5’ de genes involucrados en metabolismo de 
sacarosa y biomasa. 
1.2.2 Evaluar la expresión transitoria del gen reportero uidA (Gus) de las secuencias 
promotoras aisladas.  
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2. REVISION DE LITERATURA 
2.1 Importancia de la caña de azúcar (Saccharum spp). 
La caña de azúcar es un cultivo de gran importancia económica, presenta un metabolismo 
de carbohidratos tipo C4 haciéndola una de las plantas cultivadas de mayor rendimiento 
fotosintético. Se cultiva principalmente en áreas tropicales y subtropicales. La caña de 
azúcar se cultiva actualmente en 127 países, en cerca de 13 millones de ha representando 
dos tercios de la producción mundial de azúcar (D´Hont et al. 2008). La sacarosa se 
almacena principalmente en el tallo, a diferencia de otras gramíneas las cuales acumulan 
sus productos de reserva en la semilla. Durante varios milenios la caña de azúcar ha sido la 
principal fuente de endulzante de origen vegetal para los humanos y recientemente se ha 
incrementado su interés debido a la obtención de energía renovable (bio-etanol) y 
cogeneración de energía. La obtención de etanol se hace principalmente mediante 
fermentación del azúcar extraído de la planta, así como mediante la aplicación de 
tecnologías recientes que permiten fermentar moléculas de azúcar más pequeñas obtenidas 
de restos celulósicos generados del proceso de cosecha de la caña de azúcar (D´Hont et al. 
2008).  
La producción de azúcar reportada en 2008, de los 20 países productores principales, fue de 
125 millones de toneladas métricas. Los principales países productores de caña de azúcar 
son: Brasil, India, China, Tailandia y México; y los principales países exportadores de 
azúcar son: Brasil, Australia, India, Tailandia, destacándose la participación de países de 
Latinoamérica y del Caribe (Cordeiro et al. 2010).    
En Colombia, la caña de azúcar es de gran importancia dentro de la economía nacional 
ocupando el tercer lugar en producción (toneladas de caña) después del café y el banano, 
dando soporte económico a cerca de un millón de personas. En la actualidad el cultivo 
ocupa 223.905 ha, representando el 70 % de los cultivos que existen en el valle del río 
Cauca y un 10 % de los cultivos sembrados en todo el país. La producción de azúcar fue de 
2´573.650 toneladas de azúcar y la de etanol carburante estuvo cercana a los 337 millones 
de litros (Cenicaña informe anual 2011). A nivel mundial Colombia ocupa el primer lugar 
en producción de caña por hectárea (118 TCH) y el decimotercero en producción total de 
azúcar, lo cual se debe en gran medida al desarrollo realizado por Cenicaña en la obtención 
de variedades con una mayor producción de biomasa, sumado al buen manejo agronómico 
y fertilidad de los suelos, haciendo que la biomasa de la caña tenga unas características 
únicas en el mundo.   
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2.2 Origen y Distribución. 
Aunque la especie Saccharum spontaneum se reportó de manera silvestre en varios lugares 
del mundo incluyendo desde el norte y oriente de África,  a través de Oriente medio hasta la 
India, China, Taiwan y Malasia, y a través del Pacifico hasta Nueva Guinea,  se cree que 
fue en Nueva Guinea donde la caña de azúcar fue domesticada (Cordeiro et al. 2010). 
 Los registros de la existencia de la caña de azúcar datan desde el año 510 BC, donde un 
soldado del Emperador Dario se refirió como “junco que produce miel sin abejas”. Sin 
embargo, no fue hasta la conquista de India por parte de Alexander en el año 327 BC, que 
el azúcar se comenzó a diseminar hacia occidente. La primera mención de “azúcar” como 
producto comercial ocurrió en el año 95 AD y por el año de 300 AD, los Hindues 
comenzaron a hervir la caña para cristalizar el azúcar y por el año de 540 AD los Persas 
aprendieron el arte de “hacer” azúcar. El cultivo de la caña se distribuyó desde Persia, 
cuando fue invadido por los Árabes en el 641 AD y ellos dieron a conocer sus técnicas en 
Egipto durante la guerra santa islámica, pero no fue sino hasta el 710 AD que se desarrolló 
el proceso de clarificación, cristalización y refinamiento (Cordeiro et al. 2010).    
2.3 Morfología y Taxonomía. 
La caña de azúcar es una gramínea perteneciente a la familia Poaceae, su apariencia 
general es similar a aquella de otros pastos y es una de  las plantas de mayor eficiencia 
fotosintética. El hábito de crecimiento de la planta se caracteriza por el agrupamiento de 
varios tallos (Figura 1) y su propagación se hace vegetativamente. En estado maduro, 
aproximadamente 12 meses, la planta puede alcanzar hasta los 4 mts de altura y su diámetro 
varía entre los 2.5 y 7.5 cm. Debido a que la caña de azúcar es un cultivo perenne, a partir 
de las yemas se pueden generar un nuevo número de tallos dando lugar a un nuevo cultivo. 
Se pueden cosechar entre cuatro y seis veces el mismo cultivo antes que la producción 
comience a ser insostenible (D´Hont et al.2008). 
La caña de azúcar pertenece al género Saccharum L., establecido por Linnaeus en 1753, y 
se encuentra dentro de la tribu Andropogoneae; la cual incluye otros pastos tropicales tales 
como maíz (Zea mays), sorgo (Sorgum bicolor) y arroz (Oriza sativa). El arroz divergió de 
la tribu Andropogoneae aproximadamente hace  60 millones de años (M.A), el maíz 
divergió del sorgo hace 11 M.A, la caña de azúcar divergió del sorgo hace 8-9 M.A (Arruda 
2011). 
El género Saccharum se encuentra dentro del complejo Saccharum, donde también se 
encuentran cuatro especies muy relacionadas que se pueden entrecruzar entre si las cuales 
son: Erianthus, Miscanthus, Narenga y Sclerostachya (Tabla 1). Cada una de éstas especies 
tienen en común su alto nivel de ploidía, aneuploidia (número desbalanceado de 
cromosomas), representando un desafío para los taxonomistas. Se sugiere que Saccharum 
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se encuentra más estrechamente relacionado a Misscanthus que a Eriantus, debido a los 
análisis de fragmentos de restricción del genoma de cloroplasto y el análisis de secuencias 
nucleares repetidas. En la clasificación de Linnaeus se destacan seis especies: S. 
spontaneum (2n = 40-128) y S. robustum (2n = 60,80 hasta 200) como especies silvestres; 
S. officinarum (2n = 80), conocida como caña noble, S. barberi (2n = 81-124) y S. sinense 
(2n = 116-120) como especies ancestrales; y como especies estéril marginal S. edule (2n = 
60-122) (Cordeiro et al. 2010).    
Los cultivares modernos de caña de azúcar son poliploides aneuploides y son el resultado 
de hibridaciones interespecíficas entre Saccharum officinarum, especie domesticada de 
buena producción de azúcar de constitución octaploide (2n = 10X = 80)  y Saccharum 
spontaneum especie silvestre con un número básico de 8 cromosomas (8X) y un  nivel de 
ploidía entre 5-16, con 2n = 8X = 40-128 cromosomas. El hibrido interespecífico de éstas 
dos especies se retrocruzó con S. officinarum, generando germoplasma de caña de azúcar 
con alto contenido de azúcar de S. officinarum y la resistencia a enfermedades y estrés 
abiótico de S. spontaneum. La constitución cromosómica de los híbridos resulta más 
compleja que las especies parentales, variando entre 2n = 100-130 cromosomas, de los 
cuales aproximadamente el 60-70 % de los cromosomas proviene de S. officinarum, entre 
15-25 % de S. spontaneum y cerca del 5-10%  son recombinantes derivados de ambas 
especies (Mudge et al. 2009; Arruda. 2011).  
Dado el grado poliploide y teniendo en cuenta la complejidad del genoma de caña de 
azúcar, se han realizado estudios de sintenia con otros miembros de la tribu Andropogoneae 
con el fin de realizar asociaciones con genomas más estudiados y mejor conocidos 
permitiendo comprender su funcionamiento tanto molecular como fisiológico. De este 
modo se pudo encontrar que el grado de conservación fue cambiando a través del tiempo 
conforme se iba conociendo información genética de los pastos relacionados. En el año 
1994, el maíz (Zea mays), era el cultivo que tenía mayor información genética y mostraba 
el mayor grado de conservación, aunque se presentaban interferencias debido a la 
característica del genoma duplicado de maíz y la presencia de muchos re-arreglos. 
Posteriormente, con la nueva información del genoma de arroz (Oryza sativa), se evidenció 
una relación con caña de azúcar; aunque se seguían presentando ciertos re-arreglos 
explicados en gran medida por la gran distancia entre dichas especies. Hasta la fecha, con la 
información suministrada del genoma de sorgo, se puede decir que es el cultivo con el cual 
se presenta el mayor grado de conservación, permitiendo tener un organismo modelo con 
un mayor grado de sintenia, facilitando de esta manera su estudio (D´Hont et al. 2008).   
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Tabla 1. Clasificación del complejo Saccharum. Tomado de D´Hont et al. 2008 
Familia Poaceae 
Sub-familia Panicoideae 
Tribu Andropogoneae 
Sub-tribu Saccharastrae 
Genero Erianthus Michx Sect. Ripidium Henrard
 Miscanthus Anderss Sect. Diandra Keng 
 Narenga Bor 
 Saccharum Linn. 
 Sclerostachya 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Morfologia de hoja, tallo, flor e inflorescencia de caña de azúcar. 
 
2.4  Impacto de la biotecnología en los cultivos agrícolas. 
El impacto de la biotecnología en la agricultura se ve reflejado en el aumento significativo 
del área plantada con cultivos transgénicos en todo el mundo. El año de 1996 fue el año en 
el cual un área significativa, correspondiente 1.66 millones de hectáreas (ha), fue plantada 
con organismos genéticamente modificados. Dicha área se ha incremento en los últimos 
cinco años a una tasa del 11 %  hasta llegar a los 164 millones ha. para el año 2011 (James 
2011). Los países industrializados siembran en total un área de 76.3 millones ha. y las 
restantes 71.7 millones ha. son sembradas por países en desarrollo. Actualmente existen 
veinte nueve países que siembran cultivos transgénicos, teniendo en cuenta las nuevas 
plantaciones oficiales realizadas por Pakistan, Myanmar y Suecia. De los veintinueve 
países productores, diecinueve son países en desarrollo y los restantes diez son países 
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industrializados. Los países que tiene mayor área sembrada (millones de ha) con cultivos 
transgénicos son: Estados Unidos, Brasil y Argentina, con 66.8 (45 %), 25.4 (17 %), y 22.9 
(16 %) respectivamente (James 2011).    
Los principales cultivos transgénicos sembrados en ésta área son: Soya (Glycine max) con 
73.3 millones ha. (50 %), maíz con 46 millones ha (31 %), algodón (Gossypium sp) con 21 
millones ha (14 %), y canola (Brassica napus) con 7 millones ha (5 %). Las características 
agronómicas mas importantes que se han implementado en éste tipo de cultivos son: 
tolerancia a herbicida, con 89.3 millones de ha (61 %); tolerancia a herbicidas y resistencia 
a insectos, con un área de 32.3 millones ha (22 %); resistencia a insectos, expresando 
proteínas de la bacteria Bacillus thuringiensis con 26.3 millones ha (17 %) y resistencia a 
virus con menos de 0.1 millones ha. El cultivo de soya tolerante a herbicida, es el cultivo de 
mayor siembra a nivel mundial, representado el 50 % del área cultivada con cultivos 
transgénicos (73.3 millones ha), seguido de maíz tolerante a herbicida y resistente a 
insectos, con un área de 28.8 millones ha (James 2011).      
Las razones por las cuales los cultivadores adoptan la siembra de cultivos transgénicos, 
bien sea a pequeña o gran escala, se debe al aumento de ingresos económicos derivado del 
aumento de producción y eficiencia. Los beneficios económicos globales provenientes de 
los cultivos transgénicos en 2005 fue de 5 billones de dólares, lo cual equivale a haber 
tenido una adición substancial entre el 3.6 % y 4 % en el valor global de producción de los 
cuatro principales cultivos: soya, maíz, canola y algodón. Desde 1996 las ganancias 
agrícolas a nivel mundial han sido cercanas a los 24.2 billones de dólares, debido a la 
adopción de la tecnología de cultivos genéticamente modificados. Los beneficios 
económicos se reflejan igualmente en el incremento significativo de los niveles de 
producción en los principales países que adoptan los cultivos genéticamente modificados. 
Tal es el caso de la soya, que desde 1996 ha aumentado su área del 58 % al 65 % en países 
productores tales como Estados Unidos, Brasil y Argentina. De éste modo las ganancias 
derivadas de los cultivos genéticamente modificados provienen del aumento en la 
producción, asociada con la tecnología de resistencia a insectos y de la reducción de costos 
en la producción debido a la disminución en el uso de insecticidas, herbicidas y 
combustibles (Brookes 2008). 
2.5 Expresión génica. 
La manera en la cual se relaciona el fenotipo con el genotipo de un organismo es por medio 
de una serie de pasos a nivel molecular que permiten expresar diferentes genes, que son 
necesarios para el metabolismo, crecimiento, desarrollo, defensa y demás requerimientos 
del mismo. Sin embargo es necesario mencionar que la hipótesis que un gen solamente 
codifica o se traduce para una sola proteína cambió debido a que se encontró que un gen 
también puede codificar para diferentes moléculas de ARN, las cuales están involucradas 
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tanto en procesos de síntesis proteica (ARN transferencia), como en regulación de la 
expresión génica, tales como ARN de interferencia (ARNi), ARN de doble cadena 
(dsARN), microARN (Lewin 2008). 
Existen diferentes procesos o etapas a nivel molecular que permiten el flujo de la 
información genética, partiendo de la información almacenada en el ADN  y terminando en 
la síntesis de proteínas. Dicho flujo recibe el nombre de dogma central de la biología 
molecular. El proceso inicial se denomina transcripción, donde por medio de la 
intervención de factores de transcripción y la enzima ARN polimerasa II se sintetiza el 
ARN mensajero primario o inmaduro (pre-ARNm). El pre-ARNm es procesado a un 
ARNm maduro mediante varios procesos moleculares. Las modificaciones moleculares 
incluyen el corte diferencial de intrones, conocido como splicing alternativo,  el cual 
permite producir diferentes ARN mensajeros de un mismo gen. Adicionalmente el pre-
ARNm es protegido contra el ataque de nucleasas en los extremos 5´ y 3´ antes de ser 
exportado al citoplasma, donde ocurre la traducción de la cadena polipeptídica (Lewin. 
2008). El proceso de traducción se lleva a cabo por un complejo ribonucleoproteico, 
(moléculas de ARN ribosomal y proteínas) denominado ribosoma y con la intervención de 
ARN de transferencia (ARNt). De esta manera cada tripleta de nucleótidos se le asigna un 
aminoácido, formando así una cadena polipeptídica. (Figura 2). El proceso de traducción es 
optimizado mediante el agrupamiento de ribosomas, formando la estructura denominada 
poliribosoma. Una vez traducida la cadena polipeptídica y dependiendo de la presencia 
motivos de secuencias, los cuales funcionan como señales de localización, la proteína es 
translocada o dirigida a los diferentes organelos celulares. Existen señales de localización 
específicas para cada organelo celular. En el caso de la mitocondria y cloroplasto, la señal 
corresponde a una secuencia en la región N-terminal de aproximadamente 25 aminoácidos. 
Por el contrario para que la proteína se dirija al núcleo es necesaria la presencia de una 
variedad de secuencias cortas, entre 4 a 9 aminoácidos, ubicadas dentro de la misma 
proteína. La localización de una proteína hacia el peroxisoma, en el caso de células 
vegetales, es necesaria la presencia de una secuencia corta, entre 3 a 4 aminoácidos, 
ubicadas en la región C-terminal de la proteína (Clark & Pazdernik 2009; Lewin 2008). 
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Debido a que es en el proceso de transcripción donde ocurre la unión de los factores de 
transcripción a las regiones promotoras, permitiendo el acople de la enzima ARN 
polimerasa II y síntesis del ARNm, éste proceso se describirá brevemente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Proceso general de síntesis proteica. Tomado de Lewin 2008. 
 
2.5.1 Aspectos generales de la transcripción. 
La expresión de un gen depende de un proceso inicial de transcripción realizado por 
diferentes ARN polimerasas, así como por la traducción del ARNm en proteínas por los 
ribosomas en el citosol o en el retículo endoplasmático. Se han caracterizado tres tipos de 
ARN polimerasas, la I, II y III. La  ARN polimerasa I, sintetiza las subunidades 25S, 17S, 
5.8S y ARNr; la ARN polimerasa II facilita la producción de ARN mensajero; y por último 
la ARN polimerasa III sintetiza pequeños ARN, la subunidad ribosomal 5S y el ARN de 
transferencia (ARNt) (Buchanan et al. 2000; Lewin 2008). 
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El proceso de transcripción en organismos eucariotas ocurre siempre y cuando se cumplan 
ciertas condiciones tales como: accesibilidad de los elementos reguladores a la cromatina, 
ensamblaje del complejo de pre-iniciación, iniciación y elongación de la transcripción así 
como de su terminación. Para que un gen sea transcrito éste debe ser reconocido por la 
maquinaria transcripcional. La región de cromatina donde se encuentra ubicado el gen se 
modifica mediante el desplazamiento del nucleosoma, generando la región de accesibilidad 
para la maquinaria transcripcional, la cual se ubica cerca de la región promotora. Durante el 
inicio de la transcripción se requiere que un mínimo de factores generales de transcripción 
(GTF) reconozca la región promotora, lo cual es seguido por la unión de la ARN 
polimerasa II. Se consideran factores generales de la transcripción debido a que forman 
parte del complejo de pre-iniciación. Sin embargo la diversidad de los GTF indica que no 
son tan generales como inicialmente se pensó. Algunos de estos GTF son: TFIIA, TFIIB, 
TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH. (Szutorisz et al. 2005).  
 
2.5.1.1 Factores de transcripción y “enhancer”.  
Los factores de transcripción son proteínas reguladoras que se unen al ADN y a otras 
proteínas en dominios o porciones específicas dentro de las mismas. Los factores de 
transcripción presentan dos dominios: el dominio de unión al ADN y el dominio de 
oligomerización. El dominio de unión al ADN consiste en motivos estructurales específicos 
y están conservados entre especies. Las principales categorías son: helice- vuelta-helice, 
hélice-loop-helice, dedos de zinc y cremallera de leucina (Griffiths et al. 2002; Stewart 
2008).  
 
Los dominios de oligomerización de un factor de transcripción son los que permiten la 
unión e interacción con otros factores de transcripción para la formación del complejo de 
pre-iniciación (PIC) y posterior unión de la ARN polimerasa II, facilitando de este modo la 
transcripción de un gen. Para la formación de tal complejo es necesaria la unión del factor 
de trascripción D (TFIID), el cual resulta clave por presentar un dominio de unión a  la caja 
TATA (TBP) y un factor asociado a la unión del dominio TATA (TAF). Posterior a dicha 
unión continúa una serie de uniones tipo cascada del resto de factores de transcripción, 
siguiendo el TFIIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF, y TFIIH (Figura 3). El orden de ensamblaje, los 
diferentes tipos de enzimas que modifican la estructura de la cromatina, y otros co-factores, 
son variables entre los diferentes promotores de los genes (Buchanan et al. 2000; Stewart 
2008; Szutorisza et al. 2005). 
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A.                                                               B.  
Figura 3. Proceso general de transcripción en organismos eucariotas. A. Formación del 
complejo de pre-iniciación. B. Inicio y elongación de la transcripción. Tomado de Lewin 
2008 
De acuerdo a Peremarti et al. 2010, la disponibilidad y actividad de los factores de 
transcripción pueden definir el tipo de promotor. De esta manera para que un promotor sea 
catalogado como constitutivo, expresión en todos los órganos de la planta, se necesita que 
los factores de transcripción estén biodisponibles todo el tiempo, sin tener en cuenta que el 
promotor presente la misma secuencia en diferentes órganos de la planta independiente de 
si es o no expresado. Por otro lado los factores de transcripción que se unen a promotores 
de tipo inducible o de tipo espaciotemporal (tejido específico o estado específico), son 
autorregulados y están solo disponibles en ciertos tejidos o estados de desarrollo de la 
planta en respuesta a señales externas.  
La transcripción de un gen puede estar influenciada por la presencia de los “enhancer”, 
también denominados potencializadores de la transcripción. Un “enhancer” es una 
secuencia de ADN, variable en tamaño, que potencializa la expresión de un gen en 
determinadas situaciones. Se caracterizan por su posición variable en el genoma, se puede 
ubicar hacia el extremo 5’ o 3´ del gen, o bien dentro de la misma secuencia codificante del 
gen que controlan. Adicionalmente los “enhancer” presentan actividad funcional 
independiente de su orientación (sentido o antisentido) y son difíciles de reconocer 
mediante análisis de comparación de secuencias; razón por la cual su detección se ha hecho 
por medio de deleciones, ADN foot printing y mutaciones de secuencia sitio específica 
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(Lewin 2008) (Figura 4). Aunque los “enhancer” y los promotores se componen de las 
mismas secuencias reguladores, éstos se presentan en mayor densidad en los “enhancer” 
incrementando proporcionalmente la densidad de sitios de unión a proteínas (factores de 
transcripción). La razón por la cual los “enhancer” no pueden catalogarse como 
promotores, se debe a que si bien presentan numerosos sitios de unión a factores de 
transcripción, ésta estructura no interactúa directamente con la ARN polimerasa II, 
solamente aporta a la formación del complejo de pre-iniciación (PIC) el cual recluta a la 
ARN polimerasa II (Lewin 2008). Sin embargo, existen diferentes modelos de regulación 
de la transcripción mediada por los “enhacer”, que demuestran otras formas de 
intervención de los mismos en dicho proceso molecular.  
 
Un modelo del mecanismo por el cual un “enhancer” regula la transcripción, se basa en el 
reclutamiento del complejo pre-iniciación (PIC) por parte del mismo. De esta manera se 
genera un estado potencial de trascripción del gen en cuestión. Posterior a dicha unión, se 
cree que por medio de la señal de un activador, se realiza la transferencia de la maquinaria 
transcripcional a la región promotora del gen mediante contacto directo (loop) entre ambas 
regiones del ADN.  Tal comportamiento se ha evidenciado en genes tejido específico, así 
como también en el locus de ß-globina de ratón (Mus musculus). Sin embargo se ha 
evidenciado que dicha maquinaria transcripcional ubicada en los “enhancer” puede llegar 
en algunos casos a ser activa, denominándose transcripción intergenica e intragénica la cual 
es todavía controversial, pero parece que están involucrados o son necesarios para aumentar 
la acción en la activación de dominio en Drosophila. Por lo tanto, es visto más como una 
consecuencia del ensamblaje que como una causa de tal ensamblaje (Szutorisza et al. 
2005).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema representativo de promotores y “enhancer”. Tomado de Vedel and 
Scotti 2011. 
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Así como la transcripción se activa por ciertas estructuras, también se puede reprimir 
debido al empaquetamiento y conformación adoptada por el ADN (limitando la 
accesibilidad o acoplamiento de la maquinaria transcripcional), o por la presencia de 
elementos denominados silenciadores. Éstos presentan propiedades similares a los 
“enhancer”, pero en este caso reprimen la expresión de un gen determinado. De este modo 
la transcripción depende de al menos dos factores; el primero es el tipo, número, posición y 
combinación de “enhancer” y silenciadores presentes alrededor de la secuencia codificante 
de un gen. El segundo factor es la activación de los “enhancer”, el cual depende de la 
presencia, ausencia o actividad de sus proteínas de unión dentro de la célula  (Potenza et al. 
2004). 
En la actualidad se cuenta con dos modelos de activación de la transcripción. El primero 
corresponde a la unión de la ARN polimerasa II a la región promotora (caja TATA) y el 
segundo corresponde al modelo donde la ARN polimerasa II no se une inicialmente a la 
caja TATA, sino que se une al “enhancer” y luego con la unión de diferentes proteínas, 
facilitan el reconocimiento de la enzima con la región promotora (Szutorisza et al. 2005). 
 
2.5.2 Promotores. 
Un promotor es aquella región del gen donde se unen los factores de transcripción, 
facilitando a su vez la unión de la ARN polimerasa II. En organismos eucariotas se ubica 
por lo general secuencia arriba (5´) de la región codificante del gen y son importantes ya 
que pueden reprimir o activar la expresión de un gen en una edad, tiempo y/o tejido 
específico (Potenza et al. 2004) (Figura 4). Los promotores presentan dos zonas: la parte 
proximal y la parte distal. La parte proximal es donde se une de manera correcta y confiable 
la ARN polimerasa II para dirigir un nivel de expresión basal. La parte distal del promotor 
se cree que contiene los elementos que regulan la expresión espacio temporal. Dentro de la 
región promotora se encuentran motivos cortos conservados de 5 a 20 nucleótidos 
denominados elementos cis-reguladores, los cuales mediante diferentes estudios se ha 
logrado definir su función y se ha podido asociar con el tipo de promotor evaluado 
(Rombauts et al. 2003). El resultado de éste tipo de investigaciones son las bases de datos 
de elementos cis reguladores, las cuales permiten realizar aproximaciones funcionales de 
regiones promotoras. Los elementos cis-reguladores más comunes son la caja TATA, 
localizada alrededor de la posición -25 a -30 (30 nucleótidos secuencia arriba del sitio de 
inicio de transcripción), siendo la región especifica donde se une la enzima ARN 
polimerasa II. Existen otros elementos cis-reguladores tales como la caja CAAT, que a 
menudo se encuentra cercano a la caja TATA (posición -70 a -80); la caja G, necesaria para 
el  reconocimiento de diferentes estímulos ambientales; la caja ABRE (Abscisic acid-
responsive element) entre muchas otras (Buchanan et al. 2000). 
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Es importante mencionar que la forma en la cual interactúan los promotores, factores de 
transcripción y “enhancer”, lo hacen de una manera tridimensional permitiendo de éste 
modo interactuar con otras partes de la maquinaria transcripcional, aumentando así la 
complejidad estructural de dicha región, evitando una visión unidimensional o lineal de la 
misma.  
 
Los promotores son de gran importancia en programas de mejoramiento genético de 
cultivos basados en transformación genética. Dependiendo de la estrategia se define el 
promotor que va a ser utilizado en la construcción genética. Se pueden usar promotores que 
inducen expresión del transgen de manera constitutiva o constante. Los que inducen 
expresión en determinados órganos, tejidos o estados de desarrollo de la planta y confieren 
ventajas en el sentido de maximizar la energía metabólica usada para la expresión del 
mismo en un sitio específico. También existen promotores que son inducidos bajo ciertos 
estímulos ambiéntales y/o químicos (promotores inducibles) y  aquellos denominados 
promotores sintéticos (Damaj et al. 2010). 
2.5.2.1 Promotores constitutivos de origen viral. 
Los promotores constitutivos son aquellos que inducen la expresión de un transgen de 
manera constante a través del tiempo en todos los órganos de la planta. Existen gran 
diversidad de éste tipo de promotores y se pueden clasificar dependiendo de la fuente de la 
cual son aislados. De este modo se tienen promotores de origen viral y de origen vegetal. 
Los virus al ser patógenos que atacan plantas, por su pequeño tamaño tanto de genes como 
de genoma y su manipulación  in vitro, se convierten en buenos candidatos en la búsqueda 
de promotores para ser utilizados en la expresión de genes de interés.  
Uno de los promotores virales más utilizado en vectores de transformación genética, 
corresponde al virus del mosaico de la coliflor (“Cauliflower Mosaic Virus”, CaMV35S). 
Éste promotor promueve una elevada expresión en todos los órganos de la planta, debido a 
la interacción entre los diferentes elementos cis reguladores (Benfey et al 1990). Estudios 
realizados por Benfey and Chua, (1989 y 1990) en dicho promotor, encontraron que el 
promotor está constituido principalmente por dos dominios, denominados A (-90 a +8) y B 
(-343 a -90). En el dominio A, se encuentra un elemento cis regulador, denominado 
secuencia de activación (AS), el cual se asocia con la expresión principalmente en raíces. 
En el dominio B, se encuentran elementos cis, similares a los encontrados en promotores 
inducibles por efecto de la luz (GATA), los cuales interactúan con factores de trascripción 
de las hojas (ASF-2) por lo que su expresión es detectada principalmente en tejidos 
vasculares de  hojas y tallos. Así mismo se encontró que el dominio B, presenta una serie 
de subdominios los cuales interaccionan entre sí de manera sinérgica, determinando 
diferentes patrones de expresión (Lam and Chua 1989). Sin embargo, debido a que dicho 
promotor ha mostrado bajo desempeño en plantas monocotiledóneas, así como poca 
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actividad cuando la planta sufre ataque por nematodos (Goddijn et al.1993; Urwin et 
al.1997) y teniendo en cuenta los derechos de propiedad intelectual; lo cual limita su uso a 
nivel comercial; se han realizado aislamiento de promotores de otros virus alternativos con 
propiedades similares o mejores (Peremarti et al. 2010; Bandopadhyay et al. 2010).  
Debido a que el virus del mosaico del coliflor pertenece a la familia Caulimovirus, la 
búsqueda de promotores alternativos se ha basado en virus perteneciente a la misma familia 
o a familias cercanas, como es la familia Badnavirus. Dentro de dicha familia se han 
encontrado promotores pertenecientes a algunos virus tales como: ScBV (Saccharum 
Baciliform Virus), CoYMV (Commelina Yellow Monttle Virus), BSV (Banana Steak  
Virus, Schenk et al. 2001), TaBV (Taro Bacilliform Virus) y RTBV (Rice Tungru 
Bacilliform Virus). Algunos de éstos promotores son específicos de tejido, como es el caso 
del RTBV, CoYMV y TaBV, los cuales muestran inducción de expresión en tejidos 
vasculares de arroz, banano y avena (Braithwaite et al. 2004); mientras que otros como es 
el caso de ScBV y BSV muestran ser constitutivos en avena, banano y caña (Tzafrir et al. 
1998). 
Existen otros promotores aislados de otro tipo de virus, los cuales dirigen una mayor o igual 
expresión comparada con el CaMV35S, tanto en mocotiledóneas como dicotiledóneas. 
Entre ellos se encuentra el promotor del virus del mosaico de la vena de yuca (CsVMV, 
Verdagner et al. 1996, 1998; Li et al. 2001), el Mirabilis Mosaic Virus (MMV, Dey and 
Maiti, 1999), el Saccharum Baciliform Virus (ScBV) y el Figwort Mosaic Virus (FMV) 
(Maiti et al. 1997; Sanger et al. 1990). 
La utilización de promotores virales se asocia comúnmente con el silenciamiento por parte 
de la planta, al reconocer la secuencia como externa y de origen viral. Por tal motivo se 
investiga en el aislamiento de promotores constitutivos de origen vegetal.  
2.5.2.2 Promotores constitutivos de origen vegetal. 
Los promotores constitutivos de origen vegetal, corresponden a genes que codifican para 
proteínas requeridas para el funcionamiento, mantenimiento, estructura, integridad celular, 
y/o señalización de proteínas para su degradación. Dentro de estas proteínas se encuentran 
la actina, tubulina y ubiquitina.  
La evaluación de promotor de actina se realizó en arroz, Arabopsis y banano (Musa 
sapientum). En arroz, McElroy et al. 1990 y Zhang et al. 1991, evaluaron el promotor 
actina1 de arroz, encontrando una fuerte expresión del gen reportero uidA (Gus) en 
protoplastos y otras tejidos de plantas transgénicas. Determinaron igualmente que la 
presencia del primer intron de dicho gen, al ser fusionado al promotor 35S incrementa la 
expresión hasta en un 40 %, en plantas transgénicas de arroz y maíz (Zea mays). Por otro 
lado, también pueden existir secuencias que actúan como reguladores negativos, los cuales 
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son necesarios remover para que el promotor sea activo; como es el caso del promotor 
actina 2 de arroz (He et al. 2009).  
La ubiquitina es una proteína necesaria en la célula para el proceso de señalización de 
proteínas que van a ser degradadas en el proteosoma, razón por la cual se encuentra en 
abundancia en el citoplasma de todas las células vegetales. Uno de los promotores más 
usados en transformación genética de plantas monocotiledóneas  es el promotor ubiquitina 
1 de maíz (Ubi1). En protoplastos de maíz, éste promotor mostró una expresión 10 veces 
mayor del gen CAT (Cloranfelicol acetiltransferasa), comparado con la expresión dirigida 
por el promotor 35S (Christensen et al. 1992). El promotor Ubi-1 también se evalúo en la 
expresión del gen uidA en arroz, notándose que era altamente expresado en tejidos y 
órganos jóvenes, lo cual disminuía en el tiempo, debido posiblemente a la pérdida de 
división celular (Cornejo et al. 1993). Por otro lado al comparar la expresión del gen CAT, 
dirigida por el promotor Ubi1 y el promotor CaMV35S en protoplastos de tabaco 
(Nicotiana tabacum), se encontró una menor inducción de dicho gen, sugiriendo una 
limitación en la utilización del promotor Ubi1 en plantas monocotiledóneas.  
La expresión constitutiva de transgenes, se ha reportado que pueden tener efectos 
inesperados sobre el crecimiento y desarrollo de la planta, debido a su expresión elevada en 
estados o tejidos donde normalmente no se expresa dicho gen. Tal es el caso de la 
expresión constitutiva de los genes de resistencia a patógenos, los cuales pueden causar una 
disminución en el crecimiento (Bowling et al. 1994, 1997) o aumentar la susceptibilidad a 
otros patógenos (Stuiver and Custer 2001). Es por ello que se ha empezado a investigar en 
la búsqueda de promotores que son activados bajo ciertos tipos de estrés o que tienen 
expresión en ciertos órganos y/o tejidos, los cuales podrían tener un efecto menor en el 
fenotipo de la planta.    
2.5.2.3 Promotores inducibles. 
Los promotores inducibles son aquellos promotores que son activados en respuesta a 
diferentes tipos de estímulos, categorizados en: Respuesta a señales endógenas (hormonas), 
estímulos físicos externos (estrés biótico y abiótico) y estímulos químicos externos. Los 
alcances de tales promotores van desde la activación e inactivación a nivel experimental 
hasta la activación del transgen a escala agronómica (Peremarti et al. 2010).  
Los promotores inducibles por hormonas más ampliamente utilizados son los que 
responden a auxinas, giberelinas y ácido absisico. Los promotores inducibles por la 
hormona auxina contienen diferentes elementos cis reguladores. Uno de dichos elementos 
presenta la secuencia nucleotídica: TGTCTC. Otro elemento cis que responde a dicha 
hormona, es el as-1/ocs-like, cuya secuencia es: TGACG(T/C)AAG(C/G)(G/A)(C/A)  
T(G/T)ACG(T/C)(A/C)(A/C) (Ellis et al. 1993). Los elementos que responden a auxina, se 
encuentran generalmente combinados con otros elementos que responde a otras hormonas, 
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permitiendo que exista un control muchos más complejo de la inducción de expresión 
(Peremarti et al. 2010).  
Los elementos cis reguladores que responden a ácido giberelico se denominan GARE 
(“Gibberellic Acid Response Elements”) y poseen la secuencia conservada TAACAAA 
(Peremarti et al. 2010). En dichos promotores también se pueden presentar los elementos 
cis reguladores GAR, ubicados cerca a los elementos GARE, los cuales modifican el perfil 
de expresión de acuerdo a la manera como se combinan. Dentro del complejo GAR, se 
incluyen la caja pirimidina (C/TCTTTT), la caja TATCCAC, CAACTC, y la caja 
Box1/O2S (Peremarti et al. 2010). La forma en la cual el ácido giberelico actúa sobre los 
promotores, es mediante la degradación de las proteínas DELLA, las cuales se encuentran 
unidas sobre los elementos cis, actuando como silenciador, al interferir la unión de los 
factores de transcripción. Una vez retiradas las proteínas DELLA, el factor de transcripción 
MYB regulado por GA (GAMYB), se puede unir a los GAREs  activando la transcripción 
(Sun and Gubber 2004).  
Los promotores inducibles por ácido absisico (ABA) contienen uno o más elementos 
reguladores denominados ABREs, incluyendo las cajas G y C, así como sitios de unión a 
los factores de transcripción MYC y MYB (Peremarti et al. 2010). Éstos promotores 
pueden ser regulados negativamente y positivamente por la presencia de ABA. Dentro de 
los promotores regulados negativamente, se encuentra el del gen HyPRP de algodón. Dicho 
gen se expresa en embriones inmaduros y se inhibe cuando los niveles de ABA 
incrementan en la maduración. La característica inhibitoria del promotor debido a la 
presencia de ABA, se corroboró mediante la represión de la expresión del gen reportero 
uidA, cuando se aplicó ABA en plantas de maíz y tabaco. Dentro de la secuencia de 2 Kb 
de dicho promotor, se reportó la presencia de dos elementos cis reguladores asociados a la 
inhibición por ABA, localizados en las posiciones -260 y -93, cuya secuencia fue: ACGT 
(José-Estanyol et al. 2005). Dentro de los promotores inducibles por ABA, se encuentran el 
rd29A y el rd29B de Arabidopsis. El promotor rd29A presenta elementos ABRE y DRE 
(Dehydration responsive element), siendo inducido por deshidratación, bajas temperaturas, 
salinidad y ácido abscisico (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 1994). En contraste el 
promotor rd29B presenta solamente elementos cis de tipo ABRE y es inducido únicamente 
por dicha hormona (Uno et al. 2000). 
La otra clase de promotores inducibles son los que responden a estímulos físicos, como 
señales de estrés biótico y/o abiótico. Los promotores de estrés biótico son los asociados a 
una herida o ataques causados por patógenos. Su búsqueda se realiza en genes de defensa 
de la planta, los cuales son  inducidos por sustancia químicas del patógeno denominados 
elicitores. Dentro de dichos promotores se pueden encontrar copias simples o múltiples de 
los elementos cis reguladores, permitiendo que el promotor responda a uno o más tipos de 
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elicitores. La fortaleza en la inducción parece estar igualmente asociada con el número de 
copias de cada elemento. Las heridas producidas por un patógeno, conllevan a una reacción 
de cascada favorecida por compuestos tales como el metil jasmonato o etileno (Peremarti et 
al. 2010). Algunos de los promotores aislados dentro de ésta categoría corresponden a 
enzimas tales como: nopalina sintetasa de Agrobacterium (An et al.1990), peroxidasa de 
arroz (Sasaki et al. 2007); el promotor wun1 de papa (Logemann  et al. 1989) y el inhibidor 
de proteinasa II de arroz (pin2) (Xu et al. 1993). El uso de éste tipo de promotores en 
plantas transgénicas muestra que las vías de señalización debido a heridas son 
funcionalmente conservadas a través de grupos taxonómicos (Revisado por Peremarti et al. 
2010) 
Dentro de los promotores inducibles por estrés abiótico, se encuentran aquellos que se 
inducen por el frio, calor, déficit hídrico entre otros. La búsqueda de promotores inducibles 
por calor se basa en proteínas de choque térmico HSP, (“Heat Shock Protein”), las cuales se 
encargan de estabilizar proteínas y demás componentes celulares, confiriéndoles 
termotolerancia (Peremarti et al. 2010). Como ejemplo se tiene el promotor del gen hsp17.3 
de soya, el cual induce la expresión del gen reportero uidA solamente cuando la 
temperatura es superior a 25 °C. Los elementos cis reguladores asociados a dicha 
característica, se denominan HSE (“Heat shock element”), y se identificaron en el promotor 
ftsH6 de tomate, los cuales son reconocidos por factores de transcripción denominados 
HSF (Heat shock factor) (Saidi et al. 2005). Algunos de éstos promotores pueden mostrar 
un patrón de expresión general y otros muestran un patrón de expresión tejido específico. 
El promotor GolS1 de Arabidopsis, mostró éste patrón de expresión del gen reportero uidA 
en plantas transgénicas de Arabidopsis, cuando hubo un cambio en la temperatura 
(Panikulangara et al. 2004). De expresión tejido específico se cuenta con el promotor hsp17 
de cebada, el cual induce expresión debido al calor solamente en el xilema del tallo y 
pecíolo, tanto de plantas monocotiledóneas como dicotiledóneas (Raho et al. 1996 citado 
por Peremarti et al.  2010). 
 
La última clase de promotores inducibles corresponde a aquellos que responden a estímulos 
químicos externos. Son útiles cuando se requiere expresión temporal, inducir el transgen en 
determinados estados del desarrollo o monitorear con precisión el flujo de metabolitos en la 
planta. En ausencia del agente químico dicho promotores no muestran expresión basal, y su 
expresión debe ser reversible; es decir una vez retirado el agente inductor también se debe 
disminuir la expresión. Para ser útil en procesos de transformación genética dicho agente 
inductor debe ser económico, no tóxico y fácil de aplicar (Gatz and Lenk 1998). 
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Algunos de los promotores inducibles funcionan como un sistema de dos componentes. En 
dicho sistema un factor de transcripción especifico se encuentra bajo el control de un 
promotor determinado; una vez se induce la expresión de dicho factor de transcripción éste 
se une a otro promotor que tiene los elementos cis reguladores necesarios para su unión y 
así poder controlar la expresión del transgen de interés.  
Existen varios modelos que reflejan el comportamiento en cascada de los promotores 
inducibles. Uno de ellos se basa en la aplicación de Cobre (Cu) o Plata (Ag). En dicho 
modelo el factor de transcripción de levadura, AceI, se encuentra bajo el control del 
promotor CaMV 35S y debido a que ése factor de transcripción solamente es activo en 
presencia de Cobre (Cu) o Plata (Ag) (Mett et al. 1993), resulta necesaria la aplicación de 
dichos elementos para que sea activo y se pueda unir a un segundo promotor quimérico que 
contiene el dominio A del promotor CaMV35S y sito de unión al factor de transcripción 
ACEI. En plantas de tabaco se logró aumentar hasta en 50 veces la expresión del gen 
reportero uidA en hojas, con la aplicación de 0.5-50 µM de CuSO4 (Granger and Cyr 2001). 
Dentro de dicha categoría también se encuentran promotores que son inducidos por etanol, 
denominados alcohol deshidrogenasa (alcA), los cuales controlan un factor de transcripción 
(alcR) que se une al promotor 35S y activa la expresión del transgen (Caddick et al. 1998; 
Salter et al. 1998; Roslan et al. 2001). También se encuentra el sistema de inducción por 
tetraciclina, utilizando esteroides como inductores, tales como los estrógenos, ecdisona y 
glucocorticoidesesteroides (Zuo et al. 2000; Martinez, et al. 1999). Éste último modelo 
aunque tiene una alta  aplicabilidad a nivel experimental no es aceptado para propósitos 
comerciales, debido al uso de hormonas humanas como inductores. 
2.5.2.4 Promotores sintéticos o artificiales. 
Los promotores sintéticos o artificiales son los denominados de siguiente generación. Su 
obtención se basa en la utilización del conocimiento de la función y actividad de los 
diferentes elementos cis reguladores, asociados a diferentes promotores, con el fin de tener 
promotores con patrones de expresión deseados e impedir la homología de promotores. 
Existen dos métodos de obtención, mediante duplicación en tándem de elementos cis 
reguladores, y mediante la síntesis del propio promotor (Peremarti et al. 2010).  
Por medio de repeticiones invertidas o repeticiones en “tándem” del elemento cis regulador 
(TGTCTC), implicado en la respuesta a auxina, Guilfoyle et al., 1999,  lograron obtener un 
promotor hasta diez veces más sensible a la hormona. Igualmente mediante la duplicación 
de una región del promotor específico del endospermo, γ-zein, se logró obtener el super 
promotor γ-zein (Marzabal et al. 1998).  
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En cuanto a la obtención de promotores mediante síntesis, el estudio de Sawant et al. 2001, 
lograron diseñar un “cassette” consenso mediante comparaciones de las secuencias de 
promotores con una alta capacidad de inducir expresión en plantas. La secuencia consenso, 
de 450 pb, tenía una caja TATA, iniciador y una secuencia Kozak (sitio de inicio de 
traducción); mostrando actividad en hojas de algodón y tubérculos de papa. Su grado de 
eficiencia en la inducción del gen reportero Gus fue comparable al del promotor CaMV35S 
en plantas transgénicas de tabaco (Sawant et al. 2001). Dentro de esta misma categoría se 
encuentran los promotores quiméricos, los cuales se basan en la unión de secuencias de 
diferentes promotores con el fin de aumentar la actividad del promotor inicial. Tal es el 
caso del aumento de la actividad del promotor CaMV35S en plantas transformadas de 
tabaco, mediante la fusión de secuencias de los promotores CoYMV y CsVMV. Dicho 
promotor mostró una mayor actividad en el endospermo de maíz, cuando se comparó con el 
γ-zein (Rancé et al. 2002) (Revisado por Peremarti. et al. 2010).  En el promotor GH3 de  
soya (Glycine max), relacionado con la síntesis de auxina, se logró también aumentar su 
actividad, entre 25 y 30 veces respecto al control, mediante un cambio de un par de bases 
en los elementos AuxRE (Auxine Responsive element) (Ulmasov et al. 1997). En arveja 
(Pisum sativa) se construyó un promotor sintético mediante la fusión del promotor mínimo 
de CaMV35S a una secuencia de 12 pares de bases denominada DE1, del gen pra2. En esta 
investigación se demostró que tal combinación fue suficiente para inducir expresión del 
promotor mínimo CaMV35S46 bajo condiciones de oscuridad (Inaba et al. 2000). 
Promotores sintéticos inducibles debido al ataque por un patógeno, también han sido 
desarrollados. El estudio de Rusthon et al. 2002, permitió determinar las siguientes 
parámetros: la combinación, número y distribución de diferentes elementos cis reguladores, 
como lo son las cajas W, GCC o la caja S (similar  a la caja GCC), determinan la respuesta 
del promotor frente a hongos, bacterias o heridas.  
Otro tipo de promotores sintéticos son los denominados bidireccionales. Éstos promotores 
permiten la expresión simultanea de dos productos génicos  debido a que el promotor 
mínimo: caja TATA e iniciador, se encuentran duplicados en ambas direcciones y porque 
los elementos cis-reguladores entre dichos promotores así lo permiten. Dichos promotores, 
los cuales pueden ser de gran utilidad en experimentos de transformación multigénica, se 
han reportado en canola (Brassica napus), en genes que dirigen la oleosina metionine 
sulfoxido reductasa, en Arabidopsis para proteínas de unión a la clorofila a/b (Cab1 y 
Cab2), y en arroz para los genes Ocip1 y Ocpi2. Por medio de bioinformática de genomas 
como el de Arabidopsis, arroz, y alamo se han podido identificar varios genes putativos 
cuyos promotores pueden ser útiles en construcciones de expresión génica bidireccional 
(Peremarti et al. 2010).   
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2.5.2.5 Promotores específicos de tejido, órgano y célula. 
La importancia agronómica de lograr expresar un transgen en un órgano, tejido o célula 
específico, radica en que a partir del conocimiento a nivel biológico, fisiológico y 
agronómico de una planta, es posible mejorar determinadas características de manera 
específica y localizada. Para logar dicho mejoramiento es necesario contar con promotores 
que induzcan la expresión de un determinado gen en una parte específica de la planta. La 
búsqueda de éste tipo de promotores se basa principalmente en proteínas, enzimas y genes, 
involucrados en  rutas metabólicas asociados a un órgano o tejido en particular. En la Tabla 
2 se presentan algunos de los estudios realizados en dicho aspecto (Revisado por Potenza et 
al. 2004). 
2.5.2.6 Promotores en caña de azúcar. 
El cultivo de la caña de azúcar (Sacharrum spp) se encuentra expuesto a diferentes tipos de 
estrés de tipo ambiental afectando su metabolismo y crecimiento, impactando directamente 
en la producción (Prabu & Prasad 2011). Con el fin de asegurar la expresión de genes que 
confieren tolerancia a dichas adversidades, así como permitir estudios funcionales de genes, 
se ha investigado en la identificación de promotores constitutivos como inducibles por 
estrés tanto biótico como abiótico. De ésta manera se ha reportado la caracterización 
funcional del promotor del gen que codifica para el factor de transcripción ScMYBAS1, el 
cual es inducido en condiciones de déficit hídrico y salinidad. Mediante deleciones se han 
identificado los fragmentos mínimos para inducir expresión basal, y fragmentos que 
responden a estrés de tipo abiótico como deshidratación, salinidad, frio, heridas; y a 
compuestos como metiljasmonato y ácido salicílico (Prabu & Prasad 2011).  
 
En cuanto al aislamiento de promotores de tipo constitutivo, se ha reportado la 
caracterización de los promotores de ubiquitina Ubi 4 y Ubi 9. De estos dos promotores el 
Ubi4 mostró mayor inducción de expresión del gen uidA, tanto en callo embriogénico como 
en plantas regeneradas de arroz, al comparse con el promotor Ubi-1 de maíz.  Sin embargo, 
también se ha reportado que la alta expresión del gen uidA inducida por ambos promotores 
en callo de caña de azúcar no se mantiene en plantas desarrolladas debido al silenciamiento 
post-trancripcional, lo cual también ha sido observado cuando ha empleado el promotor 
Ubi-1 de maíz (Wei et al. 1999; 2003).Resultado similar ha sido reportado para el promotor 
Emu en protoplastos, el cual mostró un incremento significativo en la eficiencia de 
expresión del gen uidA, respecto al promotor CaMV35S, la cual no se mantuvo en plantas 
adultas (Last et al. 1991; Joyce et al. 1998).  
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Tabla 2. Ejemplo de promotores que actúan en determinados órganos, tejidos o células de 
la planta. Tomado de Potenza et al. 2004.  
Células Nombre del promotor, del gen o enzima a partir del cual se aisló  
Tricomas 
CYP71D16 (Tabaco) 
CYP71A5 (Nepeta rocemosa) 
Células guardas 
Enzima tioglucoside glucohidrolasa (Arabidopsis) 
Gen KST1 
Células 
acompañantes AtSUC2 (Arabidopsis) 
Órganos/ Tejido   
Fruto  Genes: ACC, poligalacturonasa, E8 y Pds (Manzana y tomate) 
Semilla  
gen ß-conglicina (Soya) 
Gen ß-facolina (Arveja) 
Gluteina (Trigo) 
Tubérculos 
genes: B33 y PAT21 
Enzíma: Granule Bound Starch Synthase (GBSS) 
Proteína: ß-amilasa y esporamina (gSPOA1) (Batata) 
Flores 
UEP1 (Ubiquitin Extensión Protein (UEP1) (Dendrathema 
grandiflora), CER6 (Arabidopsis) 
Enzima: chalcona sintasa, chalcona sintase 15 (CHS15) 
Pistilo Gen: SK2 (Papa), PR5 
Raíz 
rolD (Agrobacterium rhizogenes) 
Dominio A del promotor CaMV35S  
TobRB7 (Tabaco) 
Hojas 
 rbcS (Subunidad pequeña de Rubisco) y el Cab2 ("chlorophyll abc-
binding") (Arabidopsis) 
 
Con el objetivo de disponer de promotores diferentes al de ubiquitina, que induzcan una 
expresión constante, se ha investigado en promotores de origen viral específicamente en el 
virus baciliforme de la caña de azúcar (ScBV). Mediante técnicas moleculares se logró 
aislar y evaluar fragmentos similares pero no idénticos del genoma del virus, los cuales 
fueron capaces de dirigir expresión del gen uidA en callos de caña. Sin embargo al 
momento de evaluar la expresión estable se encontró que era intensa en meristemos y 
ausente en raíces (Braithwaite et al. 2004). También se han evaluado fragmentos de éste 
promotor en avena (Avena sativa) y Arabidopsis thaliana, encontrando que la inducción en 
avena fue constitutiva en todos los órganos a excepción de las anteras; mientras que en 
Arabidopsis la expresión fue constitutiva en los estambres, tallos, raíces y tejidos vasculares 
primarios de sépalos. Al analizar el transgen en la planta, se encontró que fue heredado y 
activo en la progenie de ambos tipos de plantas (Tzafrir et al. 1998).   
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Adicionalmente se han asilado promotores de genes relacionados con biosíntesis de fibra 
(DIRIGENT) y defensa (O-METHYLTRANSFERASE). Los promotores mostraron 
inducción del gen reportero uidA en tallo de caña, maíz, sorgo y arroz. Y su expresión fue 
regulada por agentes claves de estrés biótico y abiótico como fueron el acido salicílico, 
ácido jasmónico y metiljasmonato, aumentando su expresión en tallo e induciendo 
expresión en hoja y raíz (Damaj et al. 2010). 
 
En cuanto a promotores sintéticos o artificiales, la organización CSIRO (Australian 
Communwealth Scientific and Research Organization) desarrolló un promotor denominado 
Osa, el cual indujo bajos niveles de expresión al compararlo con el Ubi-1 (Bower et al. 
1996). Otro tipo de promotores evaluados han sido los de genes que codifican para las 
subunidades pequeñas de la enzima Rubisco (scrbcs-1 y 2), encontrándose que su eficiencia 
de expresión del gen reportero uidA es inferior al compararla con la del promotor Ubi-1 
(Tang et al. 1996). 
 
2.6 Transformación genética. 
Las plantas transgénicas son definidas como aquellas plantas que contienen genes 
proveniente de otro organismo, los cuales fueron introducidos usando un método físico, 
principalmente biobalística, ó uno biológico, Agrobacterium tumefaciens. A través de los 
años se ha puesto un enorme esfuerzo en el desarrollo de la tecnología de transformación 
genética, y para plantas como Arabidopsis y arroz, resulta casi rutinario. Sin embargo se 
siguen investigando ciertos aspectos claves para mejorar la producción de plantas 
transgénicas, al tiempo que se continúan desarrollando nuevos métodos de transformación, 
como por ejemplo transformación de cloroplastos.  
Existen dos sistemas de transformación genética: el sistema de transformación genética 
directa y el sistema de transformación genética indirecta. En el sistema directo, el ADN se 
introduce a las células por vía física o química. Varios métodos de transformación genética 
han sido desarrollados, entre los cuales se encuentran: bombardeo de macropartículas, 
electroporación, infiltración o microinyección. El sistema de transformación indirecto se 
caracteriza porque interviene la bacteria del suelo Agrobacterium thumefaciens, la cual 
funciona como vector para la transferencia del ADN (Finer and Dhillon. 2008 Revisado por 
Mosquera 2010). 
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2.6.1 Transformación genética directa mediante bombardeo de partículas. 
El bombardeo de macropartículas, también conocido como biobalística aceleración de 
partículas,  fue un método desarrollado por John Sanford y colaboradores a mediados de 
1980. Se basa en la utilización de pequeñas partículas de oro o tungsteno (~1 µm), cubiertas 
con ADN que se aceleran hacia el tejido, penetrando la pared celular para localizarse 
directamente o adyacente al núcleo e integrarse de manera permanente en el genoma. La 
fuerza necesaria para acelerar las partículas de oro proviene en la mayoría de los casos de 
helio a alta presión.   
El principio de la técnica consiste en la precipitación de ADN sobre las partículas de oro o 
tungsteno, con cloruro de calcio y espermidina. Dichas partículas son adheridas a una de las 
caras de la membrana de nylon denominada macrocarier. El proceso de disparo  se resume 
de la siguiente manera. El helio se libera a partir de una electroválvula (solenoide) a una 
presión determinada, la cual se confirma mediante el rompimiento de un disco de nylon 
cuando el helio lo atraviesa. La presión del helio impulsa el macrocarrier, el cual se estrella 
con una malla de acero denominada malla de retención, permitiendo el paso de las 
macropartículas con el ADN hacia el tejido vegetal. El procedimiento se realiza bajo una 
cámara de acero inoxidable con vacío parcial, debido a que la presencia de aire disminuye 
la velocidad de las partículas  y dicho vacío no ha demostrado que ocasione daño al 
material vegetal. De este modo las partículas metálicas adquieren suficiente energía cinética 
para penetrar la pared celular e introducir el ADN exógeno al interior de las células 
vegetales (Finer and Dhillon. 2008, revisado por Mosquera 2010). 
El bombardeo de macropartículas, se puede aplicar a un amplio rango de células y tejidos, 
debido a que no presenta dependencia genotípica como sí ocurre al utilizar Agrobacterium. 
Adicionalmente, el bombardeo permite introducir simultáneamente más de un gen de 
interés en la planta huésped, lo que se denomina co-transformación. (Christou. 1992). Entre 
las desventajas de ésta técnica se tiene: la eficiencia de transformación resulta ser más baja 
comparada con Agrobacterium en plantas dicotiledóneas; el costo del dispositivo y sus 
accesorios es elevado; puede generar patrones complejos de inserción de los genes de 
interés y a menudo se inserta un mayor número de copias en el genoma de la planta 
transformada, causando el posible silenciamiento del gen. Éste problema ha sido solventado 
en algunos laboratorios  reduciendo la cantidad de ADN adherido a las macropartículas  y 
el uso de “cassette” de expresión linear (Fu et al. 2000; Lowe et al. 2009). 
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2.6.2 Transformación genética indirecta mediada por A. tumefaciens.  
 La bacteria Agrobacterium tumefaciens es una bacteria del suelo que a través de la 
evolución ha desarrollado la habilidad de transferir ADN a células de un amplio grupo de 
organismos. Entre los organismos se encuentran plantas gimnospermas y angiospermas; 
monocotiledóneas y dicotiledóneas, así como también levaduras y hongos (ascomicetos y 
basidiomicetos). El ADN que transfiere la bacteria al genoma nuclear del organismo, es 
denominado T-ADN e inicialmente era transportado en un plásmido extracromosomal 
denominado plásmido Ti (“Tumor inducing”) o Ri (“Rhizogenic inducing”). Sin embargo, 
tales plásmidos han sido modificados mediante ingeniería genética, para ser usados en 
procesos de transformación genética y por tanto no inducen la formación de tumor en las 
células infectadas. El tamaño de dichos plásmidos están entre 200 Kb a 800 Kb, de los 
cuales aproximadamente el 10 % (10 Kb a 30 Kb) corresponde al T-ADN (Gelvin 2003). 
Con el objetivo de disminuir el tamaño de los vectores utilizados en transformación 
genética mediante Agrobacterium, además de facilitar su manipulación in vitro, 
actualmente se trabaja con vectores binarios. Se denominan vectores binarios porque los 
genes vir, responsables de la transferencia del T-ADN, se encuentra en un vector diferente a 
donde se encuentra el T-ADN que se transfiere a la planta. Éste primer plásmido no 
contiene bordes derechos ni izquierdos que permitan realizar transferencia del T-ADN. El 
segundo vector, generalmente derivado del plásmido Ti, contiene el T-ADN con sus bordes 
derecho e izquierdo y genes marcadores de selección tanto para Agrobacterium como para 
E. coli. Debido a las anteriores características se ha logrado disminuir hasta en veinte veces 
el tamaño del mismo, facilitando su manipulación (Slater et al. 2003). 
La transferencia de T-ADN y su integración en el genoma de la planta, requiere una serie 
de procesos biológicos estrechamente ligados en forma de cascada; es decir para que se 
desarrolle el presente proceso se necesita que el anterior se haya cumplido. El primer 
proceso es el reconocimiento de Agrobacterium de una señal química, fenoles como 
acetosiringona y azucares, los cuales se liberan cuando se presentan heridas en la planta. Es 
importante mencionar que no todas las heridas producidas por las bacterias en células de la 
planta producen acetosiringona. En plantas monocotiledóneas su baja producción hace que 
sea necesario adicionar dicho compuesto de forma sintética para mejorar los resultados de 
transformación (Slater et al. 2003).   
Una vez la bacteria detecta los compuestos químicos, ésta se adhiere a las células de la 
planta mediante la producción de un polisacárido, producto del locus attR, y fibras de 
celulosa. Proceso en el cual se encuentran involucrados varios genes cromosomales de 
virulencia, denominados genes chv. Cuando la bacteria se encuentra adherida a las células 
de la planta y la proteína VirA detecta la presencia de acetosiringona, ésta se autofosforila y 
activa por fosforilación la proteína VirG, la cual activa el resto de genes vir. Existen 
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azucares, como la glucosa, galactosa y xilosa que aumentan la inducción de genes vir, por 
medio del gen cromosomal chevE, el cual codifica para un transportador de 
glucosa/galactosa que interactúa con VirA. Una vez activados los genes vir, un complejo 
denominado VirD1/VirD2 reconoce los bordes derecho e izquierdo, siendo VirD2 la que 
corta el ADN y se une covalentemente al extremo 5´ del T-ADN. El complejo VirD2/T-
ADN se exporta a la célula de la planta por medio de un “T-pillus”, el cual es un canal de 
membrana compuesto por proteínas codificadas por el operon virB (VirB2, VirB5 y VorB7) 
y VirD4 (Gelvin. 2003).  Una vez el complejo T-ADN/VirD2 ha atravesado la membrana 
plasmática y se encuentra en el citoplasma, la proteína VirE2 lo recubre para impedir que 
las endonucleasas lo degraden, así como facilita la localización nuclear y ayuda a la 
correcta conformación para que pase a través del complejo del poro nuclear (CPN). La 
proteína VirD2 al pertenecer a un grupo de proteínas denominado importinas, presenta una 
señal de localización nuclear, lo cual asegura que el T-ADN se ubique en dicho órgano al 
intervenir en reconocimiento y transporte a través del CPN. El T-ADN, recubierto por 
VirE2, se integra al genoma de la planta mediante la acción de otras proteínas tales como 
VIP1 y VIP2. El proceso de integración se denominada “recombinación ilegitima” que se 
diferencia de la recombinación homóloga porque no  depende de un extensa región que 
presente similitud con la secuencia (Gelvin 2003; Slater et al. 2003).   
2.6.3 Transformación genética en caña de azúcar. 
 
La transformación genética en caña de azúcar es importante debido a que complementa el 
trabajo que se ha venido realizando desde el siglo pasado utilizando el mejoramiento 
convencional. Dentro de los problemas que a menudo se presentan en el mejoramiento 
convencional de la caña de azúcar se tiene: alto nivel de ploidía, estrecha base genética, 
asincronía en la floración, larga duración de ciclos reproductivos y barreras interespecíficas 
e intergénicas que prolongan cualquier programa de mejoramiento, entre 10 a 13 años. 
Adicionalmente las variedades resistentes a enfermedades o plagas que se han obtenido 
mediante mejoramiento convencional, presentan inconvenientes tales como: retención de la 
característica mejorada, ausencia del carácter deseado en el germoplasma parental o 
abandono de la variedad mejorada debido a que resultan ser susceptibles a otra enfermedad 
especifica. Debido a los inconvenientes mencionados anteriormente, la transformación 
genética se convierte en una opción que permite aportar soluciones a los diferentes 
problemas del cultivo (van der Merwe et al. 2003).   
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Los primeros ensayos de transformación genética en caña de azúcar se realizaron mediante 
el tratamiento de protoplastos con polietilenglicol (PEG) y mediante electroporación. Sin 
embargo, la falta de regeneración a partir de protoplastos impidió la obtención de una 
planta transgénica. Posteriormente, mediante la electroporación de tejido meristemático de 
plantas in vitro o células embriogénicas intactas, se lograron obtener plantas transgénicas; 
pero solo fue mediante la técnica de biobalística que se obtuvo la primera planta 
transgénica de caña de azúcar de una variedad comercial (Bower and Birch 1992). El 
método de biobalística es el más empleado para la transformación genética de caña, debido 
a su alto grado de reproducibilidad  y aplicabilidad en diferentes tipos de tejidos como: 
callo embriogénico, secciones transversales de hojas inmaduras y yemas. Sin embargo, 
también se ha logrado transformación genética mediante Agrobacterium por medio del co-
cultivo con  los diferentes explantes (Tabla 3) (Joyce et al. 2010; Altpeter and Oraby H 
2010; Arruda 2011). 
Dentro de los estudios realizados para obtener plantas transgénica resistentes a estrés 
biótico (ataque de patógenos) y estrés abiótico (tolerancia a sequia), se destaca la obtención 
de plantas resistentes al ataque del barrenador de la caña (Diatrea sacharilis), mediante la 
expresión de la endotoxina Cry1Ab de Bacillus thuringiensis. Aunque los niveles de 
expresión del gen Cr1Ab no fueron altos, las plantas mostraron actividad  contra el 
barrenador (Arenciba et al. 1997). Utilizando biobalística se han obtenido plantas de caña 
que expresan una versión optimizada del codón del gen cry 1Ac, observándose una alta 
correlación entre la expresión del gen con una mayor  resistencia al ataque del patógeno, en 
ensayos de campo (Weng et al. 2011). Por medio de la sobreexpresión de la proteína de la 
cápside del virus o el silenciamiento de mismo, se logró obtener plantas resistentes a 
enfermedades causadas por virus tales como: virus del mosaico de la caña de azúcar 
(SCMV) (Butterfield et al. 2002; Gilbert et al.2005; Gilbert et al. 2009; Ingelbrech et al. 
1999), enfermedad de Fiji (FDV) (McQualter et al. 2004) y virus de la hoja amarilla (Zhu 
et al. 2011; Rangel et al. 2005).  
Plantas tolerantes a estrés abiótico (tolerante a sequia), se han obtenido mediante la 
sobreexpresión del gen trealosa sintetasa de Grifola fronsosa (Zhang et al. 2006) o de la 
enzima relacionada con la síntesis de prolina, P5CS (Molinari et al. 2007 revisado por 
Arruda 2011).  
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Teniendo en cuenta el contexto general en el cual se desarrolla el presente estudio, 
caracterizado por la creciente importancia de los cultivos transgénicos a nivel mundial 
como una forma de mejoramiento genético no convencional; el cultivo de la caña de azúcar 
no ha sido ajeno a dicha tendencia y ha venido desarrollando investigaciones en el área de 
la transformación genética directa (biobalística) e indirecta (Agrobacterium tumefaciens), 
así como en la búsqueda, caracterización y análisis de promotores. Los promotores al 
determinar la correcta ubicación de los diferentes factores de transcripción así como de la 
enzima ARN polimerasa II, asegurando la transcripción de un gen, deben ser tenidos en 
cuenta en cualquier programa de mejoramiento genético que involucre transformación 
genética, con el objetivo de garantizar el primer proceso molecular para la expresión de un 
transgen. Para que los promotores sean tenidos en cuenta en un programa de mejoramiento 
debe existir un conocimiento, mediante el análisis de secuencia y ensayos de funcionalidad, 
de las características del promotor(es) nuevos o reportados, con el fin de determinar si se 
trata de un promotor inducible, constitutivo o específico de tejido y/o órgano. El presente 
estudio tiene como propósito contribuir al conocimiento de ésta área de la ciencia por 
medio de la evaluación funcional de regiones promotoras no comerciales, aisladas del 
genoma de la caña de azúcar, para ser utilizadas en los procesos de transformación 
genética, contribuyendo de ésta manera con el mejoramiento no convencional del cultivo.  
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Tabla 3. Estudios realizados de transformación genética de caña de azúcar. En negrilla cursiva se 
destacan los estudios que han sido llevados a campo. Tomado de Altpeter and Oraby H 2010. 
Característica Gen 
Método de 
transformación Selección Referencia 
GEN REPORTERO Y DE SELECCION 
NPTII/GUS npt-II/uidA Biobalística Geniticina/Gus   
Bower and Birch 
(1992) 
NPTII/GUS npt-II/uidA Electroporación Kanamicina/GUS  Arencibia et al. 1992
GUS uidA Electroporación GUS Arencibia et al. 1995
HPT/GUS hpt/uidA Agrobacterium Higromicina/GUS Arencibia et al. 1998
PPT/GFP bar/gfp Agrobacterium Bialafos/GUS Elliott et al. 1998 
Fosfomanosa isomerasa pmi Biobalística Manosa Jain et al. 2007 
RESISTENCIA A HERBICIDA 
Glufocinato amonio bar Biobalística Biolafos 
 Gallo- Meagher and 
Irvine (1996) 
Glufocinato amonio bar Agrobacterium Fosfinotricina 
Enriquez-Obregon 
et al 1998  
Glufocinato amonio bar Biobalística Geneticina  Falco et al. 2000 
Glufocinato amonio pat Biobalística 
Glufocinato de 
amonio 
 Leibbrandt  and 
Snyman. 2003 
Glufocinato amonio bar Agrobacterium Fosfinotricina 
Manickavasagam et 
al. 2004 
RESISTENCIA INSECTOS 
Barrenador de la caña cry1Ab Electroporación GUS 
 Arencibia et 
al.1997, 1999 
Canegrup gna/pinII Biobalística Geneticina Nutt et al.1999 
Barrenador mexicano de arroz gna Biobalística Geneticina  Setamou et al. 2002 
Barrenador de la caña SKTI/SBBI Biobalística Geneticina 
 Falco and Silva-
Filho.2003 
Barrenador de la caña cry1Ac Biobalística Geneticina  Weng et al. 2006 
Resistencia afido gna Agrobacterium 
Higromicina, G418, 
PPT  Zhangsun et al.2008 
RESISTENCIA A ENFERMEDADES 
Virus del mosaico de la caña SCMV-CP Biobalística Geneticina  Joyce et al. 1998 
Virus del mosaico de la caña SrMV-CP Biobalística Geneticina y Bialafos 
 Ingelbrecht et al. 
1999 
Escaldadura de la hoja albD Biobalística Geneticina  Zhang et al 1999 
Virus de Fiji 
FDVS9 ORF 
1 Biobalística Geneticina 
 McQualter et al. 
2004 
Virus del mosaico de la caña SCMV-CP Biobalística Geneticina  Gilbert et al. 2005 
TOLERANCIA A ESTRÉS ABÍOTICO  
Sequia TPS/TPP Agrobacterium Fosfinotricina  Zhang et al. 2006 
Sequia P5CS Biobalística Glufocinato de amonio  Molinari et al. 2006 
Sequia dreb2b Biobalística Higromicina  Wu et al. 2008 
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3. MATERIALES Y METODOS 
3.1. Material vegetal 
Dos variedades fueron seleccionadas por su alta y baja producción de biomasa, 
correspondientes a las variedades CC 01-678 y CC 84-66 respectivamente. Dichas 
variedades se sembraron el 8 de octubre de 2009 en la Estación Experimental de San 
Antonio (EESA), lote 24 A, coordenadas: 3° 21 min 56.52 seg Latitud Norte – 76° 18 min 
0.36 seg longitud oeste. El tipo de suelo que se encuentra en dicho lote pertenece a la zona 
agroecológica 6H1, catalogado como un suelo tipo Cantarina, Orden Mollisol. Cada una de 
las variedades se sembró en un surco independiente con una longitud de diez metros. Se 
sembraron repeticiones de las mismas variedades a los dos, cuatro y seis meses a partir de 
la primera siembra. 
3.2 Evaluación de cantidad y calidad de ADN.  
La metodología para la extracción de ADN fue la sugerida por Gilberston et al. 1991. El 
ADN se extrajo de hojas jóvenes y se visualizó en gel de agarosa al 0.8 % teñido con 
SYBR. La concentración del ADN se cuantifico en NanoDrop ®.  
3.3 Amplificación de regiones relacionadas al promotor del gen Sacarosa Sintetasa 
(SuSy).  
En la base de datos National Center for Biotechnology Information (NCBI) se encuentra 
reportada una secuencia asociada al gen Sacarosa Sintetasa (SuSy) con el número de 
accesión AY118266 (Lingle and Dyer 2004). El tamaño del gen es de 7771 pares de bases 
(pb). Dentro de la secuencia, entre las posiciones 1892 pb y 1899 pb, se encuentra reportada 
una señal correspondiente a la caja TATA. Teniendo en cuenta que éste tipo de elemento 
cis regulador es común para muchos promotores, se diseñaron iniciadores para amplificar 
total y parcialmente la región asociada al posible promotor del gen SuSy (Tabla 4). 
Tabla 4.  Secuencia de iniciadores utilizados para amplificar fragmentos del promotor del 
gen SuSy. 
Código Tamaño Iniciador Secuencia 
AY698 2000pb 
Fw GGATCCGTCTCGTCTCGTCCGTATTG 
Rev CCATGG GATCTTTTTCTACCGCGGCC 
AY699 1286pb 
Fw GGATCCGTCTCGTCTCGTCCGTATTG 
Rev CCATGGACTAGTACAGTGCAGGTCGGG 
AY700 1303pb 
Fw GGATCCGTCTCGTCTCGTCCGTATTG 
Rev CCATGGATGGGAAGTGAACAAGGCCG 
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El volumen de reacción de PCR fue de 20 µL, usando las siguientes concentraciones: 
MgCl2 (1.5 mM); dNTPs (0.2 mM); iniciadores (0.2 µM); Buffer 1X; Taq polimerasa 
(u/ul). El perfil térmico de amplificación fue el siguiente: 95 °C por 2 minutos; 95 °C  
durante 40 segundos; 58 °C por 30 segundos; 72 °C por 2 minutos. Los ciclos se repitieron 
33 veces y se realizo una extensión final a 72 °C por 2 minutos. Se utilizó un termociclador 
marca MJ Research PTC-100®. 
Cada uno de los tres fragmentos amplificados se clonó de manera independiente en el 
vector pCR 2.1 TOPO (Invitrogen®) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. 
Posteriormente se transformaron a células de E. coli TOP10 (Invitrogen®) y finalmente se 
enviaron los clones a secuenciar a Macrogen (Maryland) USA.  
3.4 Aislamiento de regiones promotoras. 
El aislamiento de cada uno de los tres fragmentos relacionados al promotor del gen SuSy 
(AY698, AY699, AY700) clonados en el vector pCR2.1, así como el promotor CaMV35S 
que regula el gen reportero uidA del vector pCambia 1305.2, se realizó usando las enzimas 
de restricción BamHI y NcoI (Fermentas®). El volumen de digestión fue de 20 µL, 
empleando 1 µg de ADN plasmídico, 2.5 unidades de cada una de las enzimas, Buffer 
Tango 1X. La reacción se incubó a 37 °C por 2 horas y se inactivó a 65 °C por 10 minutos, 
en un termociclador marca MJ Research PTC-100®.  
Los productos de digestión se visualizaron en geles de agarosa al 1 % teñidos con SYBR®. 
El gel se dejó correr por 1.5 horas a un voltaje de 100 V. La elución de cada uno de los 
fragmentos de interés del gel se realizó siguiendo las especificaciones técnicas del kit 
QIAquick Gel Extraction de la casa comercial QIAGEN®. 
3.5 Defosforilación del vector pCambia 1305.2. 
Para impedir la re-circularización del vector pCambia 1305.2 posterior al proceso de 
digestión enzimática y elución del vector sin promotor 35S, se trató con la enzima fosfatasa 
alcalina (Fermentas®). La reacción se realizó en un volumen de 20 µL, empleando 17 µL 
del plásmido (250 ng de ADN aprox.), 1 unidad de la enzima fosfatasa alcalina y 1 X de 
Buffer AP, siguiendo las especificaciones la casa comercial. Posteriormente se realizó 
limpieza del producto de reacción, siguiendo las especificaciones técnicas del kit PureLink 
PCR purification (Invitrogen®).  
3.6 Construcciones genéticas usando fragmentos promotores del gen Sacarosa 
Sintetasa (SuSy). 
Los tres fragmentos correspondientes al promotor del gen SuSy se ligaron al vector 
pCambia 1305.2, en la posición que ocupa el promotor CaMV35S dentro de dicho vector. 
El promotor CaMV35S se eliminó del vector pCambia1305.2 mediante digestión con las 
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enzimas de restricción BamHI y NcoI. Para la ligación se usaron dos relaciones de 
concentración del vector respecto a los insertos, siguiendo las recomendaciones de Pashley 
and Kendall. 2001. Las relaciones utilizadas fueron 1:1 y 1:3. Cada reacción se realizó en 
un volumen de 20 µL, empleando una concentración de 50 ng de vector (pCambia 1305.2 
sin su región promotora y defosforilado), 5 unidades de la enzima T4 DNA ligasa 
(Fermentas®), Buffer ligasa 1X. La reacción se incubo a 22 °C toda la noche y 
posteriormente la enzima se inactivo a 65 °C por 10 minutos. Como control de ligación se 
empleó el vector pCambia 1305.2 y el fragmento correspondiente al promotor CaMV35S 
del gen reportero uidA (Gus). La confirmación de la ligación se realizó mediante 
observación en gel de agarosa al 1.5 % teñido con SYBR®. Posteriormente se purificó el 
resto del producto de ligación con el kit PureLink PCR purification (Invitrogen®). Cada 
construcción genética (Figura 5) fue confirmada mediante digestión con las enzimas de 
restricción,  BamHI y NcoI, así como mediante secuenciación de la región promotora, el 
gen reportero uidA (Gus) y el terminador Nos. 
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Figura 5. Mapa de las construcciones utilizadas para los procesos de transformación 
genética A) usando el fragmento AY698 (2029 pb), AY699 (1537 pb), AY700 (1500 pb) 
del gen sacarosa sintetasa (SuSy) y B) el promotor Ubiquitina de maíz 
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3.7 Aislamiento y ligación del promotor Ubiquitina de maíz al vector pCambia1305.2. 
El promotor de Ubiquitina de maíz,  con un tamaño de 2 Kb fue aislado del plásmido 
pUbi/1SD. Dicho plásmido, con un tamaño de 5171 pb, contiene el gen 1SD; el cual 
confiere resistencia a la escaldadura de la hoja en caña de azúcar y se encuentra dirigido por 
dicho promotor. El promotor Ubiquitina se amplifico por PCR, usando los iniciadores Fw: 
CGACGTTGTAAAACGACGGC Rev: GGATCCCTGCAGAAGTAACACCAA. El 
producto de amplificación se clonó en el vector pCR 2.1 (Invitrogen®) siguiendo las 
recomendaciones de la casa comercial y se confirmo por secuenciación. El aislamiento del 
promotor a partir del  vector pCR 2.1 se realizó mediante digestión con la enzima de 
restricción PstI (Fermentas®).  
Para realizar la ligación del promotor Ubiqutina al vector pCambia 1305.2, éste vector se 
debió adecuar. La adecuación consistió en re-circularizarlo sin el promotor CaMV35S 
conservando el sitio de reconocimiento de enzima de restricción PstI. Para lograrlo, el 
vector sin el promotor CaMV35S se trató con la enzima T4 DNA polimerasa (Fermentas®) 
con el fin de sintetizar los nucleótidos faltantes en los extremos cohesivos que deja la 
digestión con las enzimas de restricción BamHI y NcoI. Posteriormente se religó el vector 
por medio de la enzima T4 DNA ligasa (Fermentas®). Células de E. coli DH5α rec- se 
transformaron con ése tipo de vector modificado, denominado pCambia-M (Figura 6). 
Posteriormente dicho vector se digirió con la enzima de restricción PstI (Fermentas®), se 
desfosforilo y se realizó el proceso de ligación del promotor Ubiquitina. La ligación se 
realizo usando la enzima T4 ADN ligasa y las siguientes relaciones de concentración de 
vector e inserto: 1:1; 1:3 y 1:5. Células de E. coli DH5α rec- se transformaron con dicha 
construcción y fue secuenciada.  
 
 
 
 
Figura 6.  Proceso de ligación del promotor Ubiquitina de maíz al vector pCambia1305.2 
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3.8 Extracción de ADN plasmídico. 
Las células de E.coli DH5α rec- conteniendo las diferentes construcciones se sembraron en 
medio LB líquido con Kanamicina 50 ug/mL durante 16 horas a 37 °C en agitación 
constante a 200 revoluciones por minuto (rpm). Se utilizó el kit “Mini-high speed plasmid” 
y el kit “Plasmid Fast-ion”, ambos de la casa comercial IBI®. El kit plasmid fast-ion sirvió 
para obtener el ADN a las concentraciones necesarias para el proceso de transformación 
genética por biobalística.   
3.9 Transformación de células E.coli DH5α con las construcciones genéticas 
generadas.   
El método utilizado para la transformación de células E.coli DH5α rec- fue mediante 
electroporación. Se utilizaron 20 µL de células electrocompetentes, aproximadamente 18 
ng de ADN de cada relación, celdas de 1 mm y el programa Ec1 del electroporador BIO-
RAD®. Se utilizó un volumen de 500 µL de medio S.O.C, para recuperar las células 
transformadas, dicho volumen se incubó durante una hora a 37 °C en agitación a 200 rpm. 
Se empleó medio LB sólido con kanamicina (50 µg/mL) para la siembra de la bacteria, 
usando un volumen de 250 µL de células transformadas y se incubó a 37 °C por 16 horas.  
3.10 Inducción de callo embriogénico de caña. 
El tejido vegetal que se utilizó para los ensayos de transformación fue callo embriogénico 
de la variedad de caña CC 84-75. El protocolo que se utilizó fue el desarrollado por el 
Laboratorio de Biotecnología de Cenicaña, que se resume a continuación. El explante 
utilizado consistió de pequeñas rodajas de la parte meristematica apical del tallo, con una 
edad promedio entre 6 a 8 meses. Para la obtención de los explantes se procedió a quitar las 
hojas adultas al cogollo de la planta, hasta alcanzar la parte central que consiste de los 
primeros 10 centímetros de la parte apical del tallo. Los explantes se esterilizaron con 
solución Tego 51® al 4 % en agitación (150 rpm) durante 15 minutos. Posteriormente, se 
enjuagaron con agua corriente por tres minutos para luego lavarlos tres veces con agua 
destilada estéril. Los explantes se colocaron sobre papel filtro estéril, dentro de cámara de 
flujo laminar, y con la ayuda de pinzas y bisturí se eliminaron las hojas jóvenes hasta tener 
un diámetro final de 5 mm los cuales se cortaron transversalmente con un diámetro 
apoximado de 3 mm. 
Cada explante se colocó en contacto con medio de inducción de callo GMI (Anexo A) en 
cajas de Petri. Las cajas de Petri se colocaron en una incubadora a 28 °C y una humedad 
relativa entre el 50 % y 79 % en oscuridad. El medio GMI fue reemplazado cada 15 días 
con el fin de mantener la proliferación del tejido (Mosquera 2011). 
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3.11 Linealización de construcciones genéticas. 
El proceso de linealización de las construcciones genéticas facilita la expresión del gen 
reportero uidA en las células transformadas. Se usaron dos enzimas de restricción, la 
primera linealiza el vector y la segunda se utiliza para confirmar la correcta linealización; lo 
cual se realiza mediante la observación de un perfil de bandas de tamaño específico en un 
gel de agarosa (Figura 12). Cada una de las digestiones se realizó de manera independiente. 
Las enzimas utilizadas para cada construcción genética se resumen en la Tabla 5. En la 
primera digestión enzimática se usaron aproximadamente 200 µg de ADN y se llevó a cabo 
en un tubo de 1.5 mL usando un baño maría a 37 °C durante 6 horas. Para la segunda 
digestión enzimática se empleó una alícuota de 5µL de la primera digestión enzimática. 
Éste procedimiento se realizó en un termociclador marca MJ Research PTC-100® a 37 °C 
durante 2 horas.  
Una vez confirmada la linealización de las construcciones, el ADN se limpio de acuerdo al 
procedimiento descrito en el Anexo B.  
Tabla 5. Enzimas de restricción utilizadas para linealizar y confirmar cada una de las 
construcciones genéticas. 
Construcción 
genética Enzima 1 Enzima 2 
pCambia-AY699 BamHI BstEII 
pCambia-AY700 BamHI BstEII 
pCambia-Ubi BamHI BstEII 
pCambia-35S EcoRI BstEII 
 
3.12 Ensayos de transformación genética usando pistola genética HEPTA-Cenicaña.   
Los procesos de esterilización de la pistola Hepta-Cenicaña, sus respectivos accesorios 
(Figura 7), el ensamblaje de la misma, así como la preparación de las micropartículas y el 
recubrimiento con el ADN se realizó según Mosquera 2011. Los callos embriogénicos de 
caña fueron colocados en medio osmótico durante 4 horas antes de los ensayos de 
transformación (Anexo A). Los parámetros utilizados para realizar los ensayos de 
transformación se muestran en la Tabla 6. Se utilizó un diseño completamente aleatorio con 
5 repeticiones (7 callos/repetición). 
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Tabla 6. Parámetros más importantes en el proceso de transformación genética mediante 
biobalística. 
Parámetro Cantidad 
Presión de gas Helio 1350 psi 
Tamaño de micropartícula de oro 1 µm 
Distancia entre malla de retención y tejido 6 cm 
Cantidad de ADN 1 µg/µL 
   
 
 
 
 
 
 
          
                                                              
Figura 7. Componentes internos de la pistola genética Hepta-Cenicaña. A. Cámara de 
vacio B. Adaptador-Hepta C. Soporte propulsor de macroproyectiles vista superior D. Parte 
del soporte propulsor de los macroproyectiles E. Soporte para cajas de petri. 
3.13 Ensayo histoquímico de la actividad del gen uidA (Gus).  
Una vez los callos fueron bombardeados con cada una de las construcción genéticas, éstos 
se mantuvieron en medio GMI a 28 °C por un tiempo de aproximadamente 17 horas. 
Posteriormente se sumergieron en 13 mL de buffer X-gluc requerido para detectar la 
expresión del gen reportero uidA (Gus) (Anexo C), empleando tubos Falcon de 50 mL. El 
tejido se mantuvo en el buffer a 37 °C por espacio de 24 horas a 72 horas. Posteriormente el 
tejido se observó al estereoscopio con un aumento de 12 X examinando la presencia de 
puntos azules, resultado de la interacción entre la enzima β-glucoronidasa (codificada por el 
gen uidA)  y el sustrato X-Gluc. 
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Como control positivo de reacción entre la enzima y sustrato (X-gluc), se adicionó  1.1 
unidades de enzima β-Glucoronidasa marca Sigma por 1 µL de buffer con sustrato (X-gluc) 
(Figura 8). Como control negativo se colocaron callos embriogénicos no sometidos al 
proceso de bombardeo de micropartículas en el buffer con el sustrato X-Gluc. 
 
 
 
 
Figura 8. Control de actividad del buffer X-gluc A. Buffer X-gluc sin enzima β-
glucoronidasa. B. Buffer X-gluc con enzima β-glucoronidasa. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Amplificación, aislamiento y ligación de regiones promotoras del gen sacarosa 
sintetasa (SuSy) al vector pCambia 1305.2. 
Mediante PCR se lograron amplificar tres diferentes fragmentos; de 2 Kb, 1.3 Kb y 1.2 Kb; 
asociados a la región promotora del gen sacarosa sintetasa, sobre el ADN de las variedades 
CC 01-678 y CC 84-66, caracterizadas por su alto y bajo contenido de sacarosa 
respectivamente (Figura 9).  
 
 
 
 
 
Figura 9. Visualización en gel de agarosa (1.2 %) teñido con SYBR (4 %) de los 
fragmentos AY698 (2026 pb), AY699 (1283 pb) y AY700 (1303 pb) amplificados a partir 
de ADN de las variedades CC 01-678 y CC 84-66   
Mediante análisis de la secuencia de cada uno de los fragmentos, clonados 
independientemente en el vector pCR 2.1, se determinaron los porcentajes de similitud para 
cada uno de ellos respecto a la secuencia reportada y la similitud entre ellas  (Tabla 7).  
Tabla 7. Porcentaje de similitud de regiones promotoras del gen Sacarosa Sintetasa. 
 
 
 
 
 
Así mismo se identificó la cantidad y ubicación de cada uno de los diferentes elementos cis 
reguladores presentes en cada secuencia, haciendo uso del programa PlantCare (Tabla 8 y 9 
y Anexo D). La secuencia AY700 contiene 21 de los 43 elementos cis reguladores 
presentes en todas las secuencias, representando un  51 %; la secuencia AY699 contiene  20 
elementos cis reguladores (49 %),  la AY698 25 (51 %),  el promotor Ubiquitina 32 (81 %) 
y la secuencia del promotor CaMV35S contiene 14 (30 %).  
Secuencias Porcentaje de similitud 
AY698 AY699 99% 
AY698 AY700 99% 
AY699 AY700 99% 
AY698 Reportada 87% 
AY699 Reportada 97% 
AY700 Reportada 99% 
1.5Kb
2Kb
AY698C AY6700AAY699A
01-678 01-678 01-67884-66 84-6684-66
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Tabla 8. Cantidad de elementos cis reguladores presentes las regiones promotoras del 
gen sacarosa sintetasa (SuSy), Ubiquitina de maíz y CaMV35S. 
AY698 AY699 AY700 Ubi-1 CaMV35S 
Elemento cis regulador Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad 
5UTR Py-rich stretch 2 2 2     
A-box 2 1 1     
ABRE 1 1 1     
AE-box 1 1 1     
ATCT       1   
AuxRR-core       1 1 
ARE 2     2   
ACE       1   
Box 4       2   
Box I       1   
Box-W1 1         
Box II -like sequence       1   
C-box         1 
CCAAT-box 2 2 2 1   
CGTCA-motif 2 2 2 1 3
CAAT-box 33 17 18 15 13 
CCGTCC-box 2 1 1     
Circadian 1     3 2 
d OCT       2   
G-box 3 2 2 3 2
GT1-motif     1 2   
GA-motif       2   
GAG-motif       2   
GATA-motif       1   
GCN4_motif       1   
GARE-motif 1     1   
GC-motif 1 1 1 1 
HSE 1 1 1 1   
I-box 1 1 1     
LTR 2 2 2     
MNF1       1   
MSA-like       2   
MBS 1 1 1 1   
O2-site 2 1 2 3   
RY-element 1         
Sp1 6 4 4 12 1 
Skn-1_motif 3 2 2 2 2 
TATA Box 22 15 16 70 5 
TGACG-motif 2 2 2 1 3 
TCA-element 2   1   
TGA-element       2 1 
TC-rich repeats       3 1 
TCT motif         1 
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Tabla 9. Descripción de cada uno de los elementos cis reguladores presentes en las 
secuencias promotoras.  
Elemento cis-reguladores  Descripción 
5 UTR Py rich stretch Elemento cis confiere alto niveles de expresión 
A box Elemento cis regulatorio 
ABRE Implicado en respuesta a ácido absisico 
AE-Box Parte de modelo de sensibilidad a luz 
ATCT Comprometido en sensibilidad a la luz.  
AuxRR-core Comprometido en sensibilidad a auxina  
ARE Inducción anaeróbica 
ACE Comprometido en sensibilidad a la luz.  
Box 4 Parte de un modulo de ADN conservado relacionado en respuesta a la luz  
Box I Elemento sensible a la luz 
Box-W1 Respuesta a elicitor fúngicos 
Box II -like sequence Elemento cis regulador  
C-box Elementos cis comprometido en sensibilidad a la luz. 
CCAAT-box MYBHv1 binding site 
CGTCA-motif Relacionado a respuesta a metiljasmonato 
CAAT-box Elemento cis regulador común en promotor y enhancers 
CCGTCC-box Relacionado a activación especifica de meristemo 
Circadian Relacionado con control circadiano 
dOCT Elemento cis regulador relacionado a activacion especifica de meristemo 
G-box Relacionado a respuesta a luz 
GT1-motif Elemento sensible a la luz 
GA-Motif Parte de un elemento sensible a la luz 
GAG-motif Parte de un elemento sensible a la luz 
GATA-motif Parte de un elemento sensible a la luz 
GCN4_motif Elemento cis regulador involucrado en expresion en endospermo 
GARE-motif Elemento involucrado con respuesta a giberelina 
GC-Motif Relacionado inducibilidad en especif anoxico 
HSE Relacionado con respuesta a estrés por calor 
I-box Parte de un elemento de respuesta a luz 
LTR Relacionado a respuesta a baja temperatura 
MNF1 Elemento sensible a la luz 
MSA-like Elemento cis regulador involucrado en regulación del ciclo celular 
MBS MYB Binding Site 
O2-Site Relacionado a regulación de metabolismo de zeina 
RY-element Regulación específica de semilla 
Sp1 Elemento sensible a la luz 
Skn-1  motif Elemento cis regulador involucrado en expresion en endospermo 
TATA box Elemento core ubicado a -30 de TSS 
TGACG-motif Relacionado a respuesta a metiljasmonato 
TCA element Relacionado a respuesta a ácido salicílico 
TGA-element  Elemento respuesta a auxina 
TC-rich repeats Elemento cis regulador involucrado en defensa y stress. 
TCT motif Parte de elemento de respuesta a luz 
 
55 
 
Los diferentes tipos de elementos cis reguladores, presentes en cada uno de los fragmentos 
promotores, fueron categorizados de acuerdo a la función descrita en el programa 
PlantCare. Igualmente se contabilizó el número total de elementos cis reguladores de cada 
categoría para cada promotor con su respectiva ubicación (Tabla 10, Anexo E). La razón 
por la cual en el presente análisis se denominó “Promotor SuSy” a los fragmentos AY698, 
AY699 y AY700, se debió a que los elementos cis reguladores que difieren entre dichas 
secuencias, como son elementos ARE, Box I Circadian, GARE, RY-lement y TCA (Tabla 
11), pertenecen a alguna de las categorías definidas. Adicionalmente la cantidad total de 
elementos cis reguladores aportados por los 6 tipos de elementos mencionados 
anteriormente no es superior a uno (1) y por ende no afecta en gran proporción el conteo 
total. Como resultado del análisis se encontró que la categoría con mayor representitividad, 
para cada uno de los fragmentos promotores, fue la denominada: “Elementos cis 
reguladores característicos de los promotores. Sin embargo, el promotor Ubiquitina fue el 
que presentó el mayor número total de elementos cis reguladores dentro dicha categoría, 
con un total de 86, seguido del promotor SuSy con 56 y finalmente el promotor CaMV35S 
con 18. Para el promotor SuSy y el promotor Ubiquitina, la segunda categoría de mayor 
importancia fue la denominada “Respuesta a la luz”, con un total de 11 y 27 elementos cis 
reguladores respectivamente (Tabla 10). 
Al comparar los elementos cis reguladores presentes en los 5 fragmentos promotores: 
AY698, AY699, AY700, Ubiquitina y CaMV35S, se encontró que existen al menos dos 
elementos cis reguladores que los diferencian (Tabla 11). El fragmento AY700 contiene un 
elemento cis regulador asociado con respuesta a la luz, GT1-motif, que no se encuentra en 
el fragmento AY699. El fragmento AY698 contiene 5 elementos cis reguladores que no se 
encuentra en los fragmentos AY699 y AY700. Dichos elementos cis fueron: ARE, Box- I, 
Circadiano, GARE, RY-element, los cuales se distribuyeron en las siguientes categorías: 
“Anoxia”, “Respuesta  a la luz”, “Ciclo celular”, “Hormonas” y “Especifico de tejido”, 
respectivamente. El promotor CaMV35S presentó 6 elementos cis reguladores: AuxRR-
core, C-box, Circadiano, TGA-element, TC-rich repeats, TCT motif, los cuales no se 
encuentran en la secuencia AY699 ni AY700. Los 6 elementos cis  reguladores se 
distribuyeron en las siguientes categorías: “Hormona” con 2 elementos cis regulador, 
“Respuesta a la luz” 2,  “Ciclo celular” 1 y  “Defensa y estrés por temperatura” 1. El 
promotor Ubiquitina presentó 18 elementos cis reguladores que no se encuentran en los 
fragmentos AY699 y AY700. Los cuales están representados por las siguientes 7 
categorías: “Respuesta a la luz” agrupando 8 elementos cis reguladores;  “Anoxia” 1, 
“Hormona” 3, “Elementos cis regulador” 1, “Ciclo celular”  2,  “Especifico de tejido” 2 y 
“Defensa y estrés por temperatura” 1. 
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Tabla 10. Categorización de elementos cis reguladores presentes en cada secuencia 
promotora y número total de elementos cis reguladores de cada categoría.    
Categoría  Promotor SuSy Ubi CaMV35S 
Hormonas ABRE AuxRR-core AuxRR-core 
  
GARE-motif GARE-motif TGA-element 
TCA- elment TCA- element   
  TGA-element
Total 5 5 2 
Respuesta a la luz AE-box ATCT C-box 
  G-box ACE G- box 
  I-box G-box Sp1 
  Sp1 GT1-motif TCT-motif 
    GA-motif   
    GAG-motif   
    GATA-motif   
    MNF1
    Sp1   
Total 11 27 5 
Condición 
anaeróbica ARE ARE GC-motif 
  GC-motif   
Total 3 3 1 
Especifico de tejido CCGTCC-box dOCT Skn-1 motif 
  RY-element GCN4_motif   
  Skn-1 motif Skn-1 motif
Total 6 5 2 
Defensa y estrés por 
temperatura Box-W1 HSE TC-rich repeats 
  
LTR TC-rich CGTCA-motif 
HSE CGTCA-motif TGACG-motif 
CGTCA-motif TGACG-motif   
TGACG-motif     
Total  8 6 7 
Ciclo celular Circadiano Circadiano Circadiano 
  O2-site MSA   
    O2-site   
Total 3 8 1 
Elemt. cis 
característicos  TATA-box TATA-box TATA-box 
  CAAT-box CAAT-box CAAT-box 
  A-box Box II-like
  5UTR Py-rich stretch     
Total 59 86 18 
Otros  CCAAT-box CCAAT-box   
  MBS MBS
Total 3 2   
 
57 
 
Tabla 11. Elementos cis reguladores diferentes entre regiones promotoras. 
 
La diferencia porcentual entre las secuencias AY699 y AY700 (Tabla 7), se debe 
principalmente a dos razones. La primera corresponde a la presencia del elemento cis 
regulador GT1-motif en el posición 992 pb del fragmento AY700. La segunda corresponde 
a la representatividad (cantidad) de un elemento cis regulador especifico. Tal es el caso 
para el elemento cis regulador TATA-box, el cual se encuentra 16 veces en la secuencia 
AY700 (Tabla 8), una (1) más con respecto a la secuencia AY699, ubicándose en la 
posición 914 pb (Anexo D, Anexo E). El elemento CAAT-box también se encuentra en 
mayor cantidad en el fragmento AY700 respecto al AY699, ubicándose en la posición 1086 
pb. Finalmente en el fragmento AY699 falta un (1) elemento correspondiente al O2-site 
(Anexo D, Anexo E).   
 
Construcciones genéticas 
AY698 vs 
AY699, AY700 
AY700 vs 
AY699 
Ubi vs AY699, 
AY700 
Ubi vs 
CaMV35S 
Ubi, 35S vs 
AY699, AY700 
35S vs AY699, 
AY700. 
ARE GT1-motif ATCT ATCT  AuxRR-core AuxRR-core 
Box I  AuxRR-core ARE Circadian C-box
Circadian ARE ACE TGA-element Circadian 
GARE   ACE Box 4 TC-rich repeats TGA-element 
RY-element   Box 4 Box I   TC-rich repeats 
   Box I Box II –like   TCT motif 
    Box II -like CCAAT   
    Circadian dOCT   
    dOCT GT1     
    GA-motif GA-Motif     
    GAG-motif GAG-motif     
    GATA-motif GATA-motif     
    GCN4_motif GCN4_motif     
    GARE-motif GARE-motif   
    MNF1 HSE     
    MSA-like MNF1     
    TGA-element MSA-like     
    TC-rich repeats MBS     
     O2-Site     
      TCA element     
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Los fragmentos AY698, AY699, AY700, clonados en el vector pCR 2.1, así como el 
promotor CaMV35S presente en el vector pCambia 1305.2; se aislaron mediante digestión 
con enzimas de restricción. El producto de digestión se visualizó en gel de agarosa (Figura 
10) y cada uno de los fragmentos de interés se eluyó del gel.  Una vez purificados los 
fragmentos AY698, AY699 y AY700, así como el vector pCambia 1305.2 sin el promotor 
CaMV35S, se procedió a realizar las reacciones de ligación de cada uno de ellos al vector 
pCambia 1305.2. Cada una de las nuevas construcciones genéticas obtenidas mediante 
ligación de los fragmentos: AY698, AY699 y AY700 (Figura 5) fueron confirmadas 
mediante digestión con enzimas de restricción así como por secuenciación (Tabla 12). Es 
importante mencionar que la construcción genética pCambia-AY698 no se logró obtener a 
pesar que se realizaron dos intentos de ligación con sus respectivas confirmaciones por 
digestión con enzimas de restricción y secuenciación. Actualmente no se tiene información 
científica confiable que respalde o de soporte a dicho resultado. Posiblemente existieron 
conformaciones internas del inserto que impidieron su correcta ligación.   
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Visualización en gel de agarosa (1.2 %) teñido con SYBR del producto de 
digestión de los plásmidos pCR2.1 con cada uno de los fragmentos de interés (AY698, 
AY699, AY700) y del vector pCambia 1305.2.  
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Tabla 12.  Confirmación por secuenciación de la correcta ligación de las construcciones    
 
 
 
 
 
 
 
4.2 Obtención de construcción genética pCambia-Ubi. 
Se logró amplificar el promotor Ubiquitina del plásmido pUbi/1SD por PCR (Figura 11a) y 
clonarlo en el vector pCR 2.1 (Invitrogen®). Mediante el análisis de secuencia se encontró 
una similitud del 100 % respecto a la secuencia reportada para el plásmido pUbi/1SD. Por 
medio del programa PlantCare se encontraron los diferentes elementos cis reguladores 
asociados a dicha secuencia (Tabla 8).  
El promotor Ubiquitina clonado en el vector p CR 2.1 se aisló mediante digestión con la 
enzima de restricción PstI (Figura 11b), se eluyó del gel de agarosa y se ligó al vector 
pCambia-M. La similitud del promotor, gen reportero uidA, y terminador nos fue del 100 % 
en la construcción pCambia-Ubi.   
 
 
 
 
   
 
A.                                                                      B.  
Figura 11. Visualización en gel de agarosa (1.2 %) teñido con SYBR del producto de PCR 
del promotor Ubiquitina amplificado a partir del plásmido  pUbi/1SD (A).Digestión del 
vector p CR 2.1 con la enzima de restricción PstI para obtener el promotor ubiquitina (B). 
Construcción 
Tamaño 
promotor 
(pb) 
Tamaño 
Gus-terminador 
(pb) 
% de similitud 
promotor 
% de 
similitud 
gen uidA-
terminador
pCambia-AY699 1282 2409 100 100 
pCambia-AY700 1303 2409 100 100 
pCambia-Ubi 2026 2409 100 100 
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4.3 Evaluación de la expresión del gen reportero uidA dirigida por fragmentos 
aislados y caracterizados del promotor del gen SuSy, promotor Ubiquitina y 
CaMV35S. 
Cada construcción genética se digirió con las enzimas de restricción, especificadas en la 
Tabla 5, necesarias para linealizar cada construcción genética y para su posterior 
confirmación, lo cual se realizó mediante la observación de bandas de tamaño molecular 
específico en un gel de agarosa (Figura 12). Una vez confirmada la correcta linealización 
de las construcciones genéticas, se realizaron los ensayos de transformación genética. 
 
 
 
 
 
 
Figura 12.  Visualización en gel de agarosa al 1.2 % teñido con SYBR de la  linealización 
(L) y confirmación de linealización de cada construcción genética mediante digestión con 
las respectivas enzimas de restricción.  
La evaluación de la expresión del gen reportero uidA (Gus); dirigida por fragmentos 
promotores aislados y caracterizados del promotor del gen SuSy: AY699 y AY700, así 
como del promotor Ubiquitina y CaMV35S; se hizo mediante la observación y conteo del 
número puntos azules en callo embriogénico de caña transformada, siguiendo la 
metodología de Jefferson (1987). La coloración azul indica la degradación del sustrato X-
gluc (“5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-glucuronic acid, cyclohexylammonium salt”) 
por la enzima β-glucoronidasa, codificada por el gen uidA, en presencia de un buffer 
especial. La observación y contabilización de número de puntos azules se realizó con ayuda 
de un estereoscopio con aumento 12X (Tabla 13, Tabla 14, Figura 13). 
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Tabla 13.  Expresión transitoria del gen uidA en callo embriogénico de la variedad CC 84-
75. 
   Tratamiento 
Repetición  pCambia-AY700 pCambia-AY699 pCambia-Ubi pCambia-35S 
1 20 0 1166 3 
2 0 0 375 125 
3 0 0 3 0 
4 0 0 7 4 
6 0 0 480 98 
 
 
Tabla 14. Desviación estándar y coeficiente de variación del número de puntos azules de 
cada construcción genética 
Número de puntos azules 
Construcción Promedio Error estándar C.V 
pC-AY700 4 1,33 0,944 
pC-AY699 0 0 0,0000
pC-Ubi 406 9,77 71,923
pC-35S 46 3,48 14,568
 
 
 
 
 
A                                                                           B. 
Figura 13. Ensayo histoquímico de la actividad del gen uidA observado sobre callo 
embriogénico de la variedad de caña CC 84-75. A. Expresión dirigida por el promotor 
Ubiquitina. B. Expresión dirigida por promotor AY700 (Fragmento del promotor del gen 
SuSy) sobre callo embriogénico de variedad CC 84-75. 
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La construcción genética pCambia-Ubi con un promedio de 406 puntos azules superó a las 
construcciones pCambia-35S y pCambia-AY700, las cuales presentaron un promedio 46 y 
4 puntos azules respectivamente. En el análisis estadístico los tratamientos correspondieron 
a las construcciones genéticas y la variable respuesta fue el número de puntos azules 
(expresión transitoria del gen reportero uidA, Gus). El diseño estadístico fue completamente 
al azar. Debido a la alta variación presentada en los experimentos, los datos no tuvieron una 
distribución Poisson, por lo que se transformaron a escala logarítmica y se analizaron 
siguiendo una distribución binomial negativa con el procedimiento GLIMMIX. Como 
resultado se logró detectar diferencias, con un nivel de significancia del 90 %, entre los 
promotores: Ubiquitina y CaMV35S; Ubiquitina y AY700; AY700 y CaMV35S.  
La variación del experimento se evidenció con la necesidad de realizar 20 ensayos de 
transformación genética, lo cual significó bombardear cerca de 140 callos embriogénicos de 
caña por cada tratamiento (construcción genética). En cada ensayo de transformación 
genética se controlaron con mayor eficiencia factores que influyen en la metodología de 
transformación tales como: La preparación de las partículas de oro, la humedad relativa del 
ambiente en el cual se adhirió el ADN a las partículas de oro, calidad del ADN, reactivos y 
procedimiento para la obtención de expresión transitoria del gen uidA (Gus).    
Al analizar los resultados obtenidos en cada repetición se observó que hubo una 
disminución en el número de puntos azules entre las repeticiones 1, 2 y 6, para los 
tratamientos correspondientes a las construcciones genéticas pCambia-Ubi y pCambia-35S. 
Utilizando la construcción pCambia-Ubi se obtuvieron los siguientes resultados: Se 
contabilizaron 1166 puntos azules en la repetición 1, 480 en la repetición  6 y 375 puntos 
azules en las repetición 2; lo que representa una disminución del 58 %  y 67 %, 
respectivamente. Si se compara la repetición 1 con la repetición 4, usando la misma 
construcción genética, la diminución fue del 98 %. Al utilizar la construcción genética 
pCambia-35S se observó una disminución del 21.5 % en el número de puntos azules entre 
las repeticiones 2 y 6. Los altos coeficientes de variación observados entre repeticiones 
pueden estar asociados con la propia metodología de transformación genética por 
bombardeo de macropartículas.  
De acuerdo al objetivo del presente estudio el cual buscó aislar y evaluar, mediante 
expresión transitoria del gen reportero uidA (Gus), un fragmento de ADN de caña de azúcar 
que cumpla la función promotora; es importante mencionar que utilizando la construcción 
genética pC-AY700 se logró obtener 20 puntos azules en callo embriogénico de la variedad 
CC 84-75. Dicha construcción contiene un fragmento de 1303 pb del promotor del gen 
sacarosa sintetasa. Ésta investigación además de representar un aporte en ésta área del 
conocimiento y formación profesional, contribuyó con el desarrollo de metodologías en el 
laboratorio de Cenicaña para futuras investigaciones relacionadas, contribuyendo con el 
mejoramiento vegetal del cultivo.  
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5. DISCUSION 
En el presente estudio, a partir del ADN de la variedad de caña de azúcar CC 01-678, se 
aislaron y clonaron dos fragmentos correspondientes al promotor del gen sacarosa sintetasa 
(SuSy). El fragmento AY699 con un tamaño molecular de 1282 pb, y el fragmento AY700 
con un tamaño molecular de 1303 pb, mostraron una similitud del 97 % y 99 % con la 
secuencia reportada en el GeneBank respectivamente.  Los fragmentos AY699, AY700 así 
como el promotor Ubiquitina de maíz se ligaron al vector pCambia 1305.2 para la 
evaluación de la función promotora, mediante la expresión transitoria del gen reportero 
uidA (Gus). Los ensayos de expresión transitoria sobre callo embriogénico de la variedad 
de caña CC 84-75, usando las construcciones genéticas pCambia-AY699, pCambia-AY700, 
pCambia-Ubi y pCambia-35S, mostraron diferencias significativa entre el promotor 
Ubiquitina y CaMV35S; Ubiquitina y AY700; AY700 y CaMV35S.  
Los resultados de expresión transitoria obtenidos en el presente estudio se pueden analizar 
teniendo en cuenta dos factores principales. El primero corresponde a la característica per 
se de la secuencia promotora, determinada por la cantidad y ubicación de los diferentes 
tipos de elementos cis reguladores. El segundo factor corresponde al efecto del carácter 
poliploide de la caña de azúcar en el aislamiento de promotores funcionales, así como en el 
silenciamiento genético.   
La característica per se de la secuencia promotora del gen sacarosa sintetasa debe ser 
evaluada teniendo en cuenta las características del gen y de enzima, debido a la manera 
directa en la cual se encuentran relacionadas. La enzima sacarosa sintetasa es de mucha 
importancia en el metabolismo del azúcar en las plantas, al catalizar la obtención de 
Uridina 5´- difosfato (UDP)-glucosa y fructosa a partir de sacarosa y UDP. Es la única 
enzima capaz de sintetizar y degradar sacarosa. Aunque la enzima se encuentra en todos los 
órganos de la planta, son los órganos de almacenamiento donde se presentan en mayor 
proporción al degradar sacarosa para proporcionar sustrato en la síntesis de almidón. La 
degradación de sacarosa también provee energía para el crecimiento celular, sustrato para 
síntesis de pared celular y  respiración. En muchas especies se relaciona con el movimiento 
de sacarosa a través del floema (D´Aoust et al. 1999; Nolte and Kock 1993), así como con  
la respuesta a estrés abiótico (frio), anaerobio y osmótico (sequia y salinidad) (Maraña et al. 
1990; Springer et al. 1986; Kleines et al. 1999; Fernandes et al. 2004).  
La enzima sacarosa sintetasa está representada por varias isoformas, codificadas por uno o 
varios genes. En monocotiledóneas la enzima es codificada por dos loci no alelicos, Sus1 y 
Sus2. En maíz al igual que en arveja (Pisum sativum) se presentan tres genes (Sh1, Sus1 y 
Sus2) (Carlson et al. 2002; Barratt et al. 2001), en Arabidopsis se reportan seis (Baud et al. 
2004) en arroz seis (Hirose et al. 2008) en Citrus sinensis tres (Komatsu et al. 2002), en  
papa (Solanum  pureja) dos (Fu and Park 1995) y en remolacha (Beta vulgaris) dos genes 
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(Klotz and Haagenson  2008). Los genes presentan variabilidad en los patrones de 
expresión. En arroz se ha detectado expresión en tejidos de crecimiento como hojas, raíces 
e internodos (Sus1), así como en cariopsis (Sus3, Sus4) y en células del floema (CsSUS1 de 
Citrus sinensis y Sh1 de maíz). En maíz, dos isoformas diferentes dirigieron expresión en 
endospermo, aleurona del embrión, células basales del endospermo, en raíces y tallo de 
plántulas (Sebkova et al. 1995). En papa la expresión del gen Sus3 fue elevada en tallos y 
raíces, mientras que el gen Sus4 mostró expresión principalmente en tejidos de 
almacenamiento (Fu and Park 1995). La inducción de genes a causa de frio, heridas, 
anaerobiosis, se ha reportado para el Sh-1 de maíz, SuSy1 y SuSy4 de Arabidopsis, Sus2 de 
arroz y los genes SSB1 y SSB2 de remolacha. Sin embargo la inducción de expresión de la 
enzima bajo éstos tipos de estrés no ocurre en todas las plantas ni en todos los órganos, ni 
se inducen todos los genes de la enzima (Baud et al. 2004). Existen genes cuyos niveles de 
expresión son bajos en ciertos tejidos, como es el caso del Sus5 y Sus6 de arroz  (Hirose et 
al. 2008, Singer et al. 2011) (Tabla 15). Es importante mencionar que en algunas plantas 
como remolacha (Klotz and Haagenson  2008), sorgo (McElfresh and Chourey. 1988), 
tomate (Wang et al. 1994) y Arabidopsis (Déjardin et al. 1999) no existe correlación entre 
los altos niveles de transcripción de la enzima sacarosa sintetasa con los niveles de 
proteína, los cuales permanecen constantes, debido a estrés tanto anaerobio como por frio. 
Por lo tanto se sugiere la acción de mecanismos post-transcripcionales que regulan la 
expresión de dicha enzima en los anteriores casos mencionados.   
Estudios llevados a cabo con algunos de los promotores asociados a los genes mencionados 
anteriormente, empleando transformación genética, encontraron que el promotor Sh-1 de 
maíz induce la expresión en células del floema, raíces, así como en la parte apical y central 
del endospermo, cuando plantas de tabaco y maiz estaban sometidas a condiciones de 
anoxia (Yang NS and Russell D. 1990; Huang et al. 1998). Por otro lado el promotor del 
gen Sus1, dirigió la expresión en varios tejidos de maíz tales como: aleurona, subaleurona, 
pericarpo, hojas, raíz y tallo (Huang et al. 1998). Otro estudio fue el desarrollado por 
Singer et al. 2011, encontrando que el promotor del gen CsSUS1 de Citrus sinensis, indujo 
expresión del gen reportero debido a un estimulo físico causado por una herida así como en 
células del floema de Arabidopsis thaliana y tabaco.  
Teniendo en cuenta la información reportada de función, ubicación, patrones de expresión e 
inducción de la enzima sacarosa sintetasa, y relacionándola con la presencia de elementos 
cis reguladores en el promotor aislado en el presente estudio (Tabla 9); se encontró que al 
menos dos elementos cis reguladores se asociaron con alguna de las características descritas 
para dicho gen. La expresión reportada de la enzima en endospermo y embrión de varias 
plantas, se relacionó con la presencia de los elementos cis reguladores: CCGTCC-boc, RY-
elment y Skn-1 motif, agrupados en la categoría “Especifico de tejido” (Tabla 10). La 
expresión reportada del gen en condiciones anaeróbicas (Tabla 15) se relacionó con la 
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presencia de los elementos ARE y GC-motif (Tabla 10). La presencia de los elementos 
Box-W1, LTR, HSE, CGTCA-motif, TGACG-motif, se relacionaron con el patrón de 
expresión del gen en condiciones de bajas temperaturas y heridas (patógenos). De éste 
modo se puede decir que las principales características asociadas al promotor de la enzima 
sacarosa sintetasa se encuentran representadas por 13 de los 25 elementos cis reguladores 
(52 %), distribuidos en tres categorías: “Especifico de tejido”, “Condición anaeróbica”, 
“Defensa y estrés por temperatura”.  Aunque la cantidad (frecuencia) de elementos cis 
reguladores asociados a cada una de las categorías mencionadas anteriormente no es alta, sí 
parecen ser significativos para definir la función y carácter de expresion reportada para 
dicho gen (Tabla 10, Anexo D).  
Debido a que la tipología y cantidad de los elementos cis reguladores se encuentran 
relacionados con el desempeño de un promotor; y conociendo que efectivamente se 
encontraron diferencias entre los fragmentos promotores AY700, Ubiquitina y CaMV35S 
en dicho aspecto (Tabla 11); se sugiere que la frecuencia y tipología de elementos cis 
reguladores, presentes en cada una de las secuencia, influyeron en los resultados obtenidos 
de expresión transitoria del gen reportero uidA (Gus).  
Al comparar el promotor AY700 con el promotor Ubiquitina y CaMV35S, en las tres 
categorías que definen al promotor del gen sacarosa sintetasa; se observó que el 25 % del 
total de elementos cis reguladores del promotor Ubiquitina (8 de 32) y el 35 % (5 de 14) del 
promotor CaMV35S se encuentran en dichas categorías. Esto indica que la mayoría de los 
elementos del promotor Ubiquitina y CaMV35S se encuentran repartidos en otras 
categorías y en otras frecuencias marcando así la diferencia entre dichos promotores. Las 
categorías que más mostraron diferencias entre los promotores, correspondieron a: 
“Respuesta a la luz” y “Elementos cis característicos”; siendo la frecuencia y no el tipo de 
elemento cis la característica que más aporto a dicha diferencia (Tabla 10). El promotor 
Ubiquitina al presentar la mayor cantidad de elementos cis reguladores (86 elementos cis) 
dentro de la categoría “Elementos cis característicos”, y teniendo en cuenta que fue el 
promotor con el cual se obtuvo el mayor número de puntos azules (expresión de uidA, 
Gus); es prudente pensar que debido al mayor número de áreas con los elementos TATA-
box y CAAT-box (Anexo D y E), las cuales permiten un mayor número de uniones de 
factores de transcripción (TFIID), se favorece la formación de probablemente un mejor 
complejo de pre-iniciación para la unión de la enzima ARN polimerasa II y posterior 
transcripción.   
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Tabla 15. Niveles de transcripción de genes sacarosa sintetasa debido a estrés osmótico 
(salinidad, sequia), anaerobio y herida en diferentes plantas. Tomado de Hirose et al. 2008.    
 Aumento de transcripción     Disminución de transcripción.      Niveles de transcripción 
inalterados 
Grupo filogenético Respuesta transcripcional a: 
Especie de planta y gen Anoxia
Estrés 
osmótico Herida 
Dicotiledóneas – SUSA       
Arabidopsis thaliana AtSUS2   
Arabidopsis thaliana AtSUS3   
Beta vulgaris SBSS1 
Craterostigma plantagineum SUS1     
Craterostigma plantagineum SUS2     
Dicotiledóneas -SUS1       
Arabidopsis thaliana AtSUS1   
Arabidopsis thaliana AtSUS4   
Beta vulgaris SBSS2 
Chenopodium rubrum     
Daucus carota SUS1     
Glycine max     
Solanum tuberosum   
Vicia faba     
Monocotiledóneas -SUS1       
Oriza sativa     
Sorghum bicolor SS1     
Sorghum bicolor SS2     
Triticum aestivum SS1   
Triticum aestivum SS2   
Zea mays SH1     
Zea mays SUS1     
Dicotiledóneas genes SUS únicos       
Arabidopsis thaliana AtSUS5   
Arabidopsis thaliana AtSUS6   
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La diferencia encontrada entre el fragmento AY700 y el promotor CaMV35S, en expresión 
transitoria, se puede relacionar con la información de los elementos cis reguladores de la 
siguiente manera: Aunque el promotor AY700 presentó un mayor número de elementos cis 
reguladores en la categoría “Elementos cis característicos”, respecto al promotor CaMV35S 
(Tabla 10), éstos no necesariamente parecen asociarse con una mayor expresión, indicando 
una mayor eficiencia del promotor CaMV35. Esta afirmación se soporta con el hecho que 
el AY700 no contiene una zona en la cual se ubican elementos cis reguladores de la 
categoría “Elementos cis característicos” cerca al sitio de inicio de traducción (ATG), la 
cual si se encuentra en CaMV35S y Ubiquitina. Es por ello que aunque el fragmento 
AY700 presenta mayor cantidad de dichos elementos, estos pueden no ser los necesarios 
para que se induzca una expresión que sea igual o superior al promotor CaMV35S.  
El segundo factor que debe ser contemplado para explicar los resultados obtenidos, es el 
efecto de la poliploidia de la caña de azúcar en el aislamiento de promotores no funcionales 
así como en el silenciamiento. 
Una planta poliploide puede tener la posibilidad de tener varios alelos de un mismo gen y 
por ende varios promotores asociados a dichos alelos. Sin embargo, muchos de los genes 
pueden tener un patrón de expresión débil sin afectar necesariamente el patrón de expresión 
de la característica en general; básicamente porque existe un efecto de sumatoria de efecto 
de otros genes relacionados con la misma característica. En caña de azúcar el 
silenciamiento de genes suele ser más frecuente que en otros cultivos, existiendo por ende 
la posibilidad de aislar un promotor asociado a un gen cuya expresión sea débil, o cuyo 
promotor sea defectuoso. El estudio de Mudge et al. 2010 permitió encontrar que la pérdida 
de patrón de expresión del transgen dirigido por los ocho promotores, correspondientes a 
cada uno de los alelos del factor de transcripción SHAQKF, correspondía más a un efecto 
de silenciamiento post-transcripcional que al aislamiento de promotores defectuosos de 
alelos relacionados al gen.  
Teniendo en cuenta la diferencia en el porcentaje de similitud entre los fragmentos AY700 
y AY699 aislados de la variedad CC 01-678 con la capacidad de amplificar fragmentos 
correspondientes a diferentes alelos del gen; existe la posibilidad que el fragmento AY699 
corresponda a un promotor defectuoso o de un alelo no funcional del gen.   
La manera en la cual el carácter poliploide de la caña de azúcar se relaciona con el 
silenciamiento, se basa en el hecho que mediante dicho proceso se reprimen ciertos alelos 
de un gen para que el desarrollo de la planta sea normal. El silenciamiento genético es un 
mecanismo altamente conservado entre plantas, asociado igualmente con la defensa contra 
el ataque de virus y transposones. Puede actuar a nivel transcripcional (“TGS”), bloqueando 
la transcripción del gen, o puede actuar a nivel post-transcripcional (“PTGS”), degradando 
el transcrito primario del gen. El proceso es impredecible y sistémico en la planta y se 
68 
 
constituye en un factor limitante en el mejoramiento de cultivos mediante transformación 
genética, al impedir o alterar negativamente el patrón de expresión de un transgen (Birch et 
al. 2010). 
El efecto del silenciamiento en la transformación genética de caña de azúcar ha sido  
reportado principalmente entre callo y primeras plántulas regeneradas (llegando en algunos 
casos hasta el 90 %), utilizando diferentes tipos de promotores tales como: Ubiquitina de 
maíz, CaMV35S, Emu y Osa (promotores recombinantes), actina de arroz (Birch et al. 
2010), ubiquitina de caña (Wei et al. 2003) y promotores rbsS y rcg2 de arroz (Birch et al. 
1996). La alta eficiencia en la expresión génica dirigida por el promotor ubiquitina se ha 
reportado en muchas especies, dentro de las cuales se encuentra caña de azúcar. Sin 
embargo existen estudios que reportan el silenciamiento del transgen dirigido por dicho 
promotor y otros que reportan la ausencia de tal  mecanismo. Una posible explicación de 
los altos niveles de expresión observados al utilizar el promotor ubiquitina, está relacionada 
con el carácter inducible del promotor a causa de heridas (Birch et al. 2010). Debido a que 
la metodología de bombardeo de macropartículas simula dicho efecto se puede aumentar o 
activar la inducción del gen reportero. Por otro lado la ausencia de silenciamiento del 
transgen dirigido por dicho promotor se relaciona con la posibilidad que ése mecanismo se 
activó para determinadas secuencia específicas, como es el caso para el promotor-“cassett”. 
Estudios como el desarrollado por Wei et al. 2003, en el cual se reporta el silenciamiento 
del gen reportero uidA usando dos promotores de ubiquitina, dan soporte a ésta última 
posibilidad.    
La transformación genética por biobalística causa un mayor número de copias del transgen 
y es asociado comúnmente con el silenciamiento. Sin embargo,  existen argumentos en 
contra de dicha afirmación. Por un lado, Arruda. 2011 plantea que el silenciamiento se debe 
a dos factores. El primero es la inestabilidad del transgen en caña de azúcar, reflejado en la 
heterocigosidad del transgen (al presentarse en uno de 10 cromosomas homólogos), 
impidiendo tener líneas homocigotas útiles para realizar reintrogresion del transgen a líneas 
comerciales. El segundo factor corresponde a la introducción de varios fragmentos de ADN 
desconocido, los cuales son difíciles de identificar y eliminar mediante sucesivos 
retrocruces, causando el silenciamiento del transgen. Sin embargo, existen argumentos en 
contra de la relación: alto número de copias del transgen con el silenciamiento. Tal es el 
caso del trabajo realizado por Birch et al. 2010 en caña de azúcar, en el cual no se detectó 
silenciamiento del transgen usando el promotor ubiquitina, aún detectando hasta 12 copias 
del transgen.  
Contemplando la posibilidad del silenciamiento causado por el alto número de copias 
introducidas por el uso biobalística como método de transformación;  la metodología de 
transformación indirecta mediada por Agrobacterium  tumefaciens presenta la ventaja de 
introducir con mayor frecuencia copias únicas del transgen. Además muestra alta 
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estabilidad, poca integración de fragmentos de ADN foráneo y altos niveles de expresión el 
transgen. Trabajos como el desarrollado por Arvinth et al. 2010 sustentan dicho argumento, 
al encontrar que plantas de caña de azúcar transformadas mediante biobalística con el gen 
de la toxina Cry1Ab, dirigido por el promotor Ubiquitina, mostraron  mayor grado de 
introgresiones y silenciamiento si se compara con las plantas obtenidas por medio de 
transformación mediada por Agrobacterium.  
El uso del promotor CaMV35S en caña de azúcar ha reportado bajos niveles de expresión 
comparados con otros cultivos (Rathus et al. 1993). Al comparar los resultados de 
expresión transitoria de éste estudio con el realizado por Mosquera 2011, se encontró que el  
número de puntos azules fue superior en dicho estudio, contabilizando en promedio 128 
puntos azules. Sin embargo,  es importante mencionar que en las tres repeticiones 
correspondientes al ensayo de Mosquera 2011, también se presentaron considerables 
niveles de variación. De ésta manera la variación encontrada en el presente estudio 
corresponde más al método de transformación genética directa mediante biobalística que al 
efecto de la metodología utilizada en el presente estudio.  
Al finalizar con el desarrollo de las dos perspectivas que explican los resultados obtenidos 
en el presente estudio queda claro que: Las diferencias significativas encontradas en la 
expresión transitoria del gen reportero uidA (Gus) dirigida por los promotores AY700, 
Ubiquitina y CaMV35S, se encuentran relacionadas con las diferencias encontradas en los 
elementos cis reguladores.  Las categorías en las cuales se agruparon  los elementos cis 
reguladores de los fragmentos promotores evaluados: “Hormonas”, “Respuesta a la luz”, 
“Condición anaeróbica”, “Especifico de tejido”, “Defensa y estrés por temperatura”,  
“Ciclo celular”, “Elementos cis característicos” y “Otros”. El promotor ubiquitina fue el 
que presentó la mayor frecuencia (cantidad) de elementos cis reguladores en la categoría 
“Elementos cis característicos” y “Respuesta a la luz”. Dado el patrón de expresión 
reportado del gen sacarosa sintetasa y su correlación con la presencia de elementos cis 
reguladores para las condiciones de anoxia, bajas temperaturas, y especifico de tejido 
(endospermo y semillas), es probable encontrar  una mayor expresión en tejido que sea 
sometido a dicha condiciones. Debido al desconocimiento acerca de la composición y 
expresión de los diferentes genes asociados a la familia de la enzima sacarosa sintetasa y 
teniendo en cuenta el grado de poliploidia en caña, existe la posibilidad de aislar un 
promotor correspondiente a un gen cuyo nivel de expresión sea bajo o no funcional, (como 
lo reportado en arroz para los genes Sus5 y Sus6).  
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6. CONCLUSIONES 
 Se obtuvo expresión transitoria del gen reportero uidA dirigida por el fragmento 
AY700 correspondiente a un segmento del promotor del gen sacarosa sintetasa. 
 Se obtuvieron tres construcciones genéticas pCambia-AY699, pCambia-AY700 y 
pCambia-Ubi, las cuales pueden ser de utilidad para estudios posteriores en el 
laboratorio de Biotecnología de Cenicaña, como la evaluación de genes de interés 
bajo el control de dichos promotores.  
 Utilizando la construcción genética pC-Ubi se logró la expresión del gen uidA, 
contabilizando 406 puntos azules en promedio. Para la construcción pCambia-35S se 
contabilizaron 46 y para la construcción pC-AY700 4 puntos azules, respectivamente. 
 El promotor Ubiquitina presentó la mayor cantidad de elementos cis reguladores 
encontrados en todos los fragmentos promotores evaluados. 
 Las categorías que presentaron el mayor número de elementos cis reguladores del 
promotor del gen sacarosa sintetasa y ubiquitina fueron: “Respuesta a la luz” y 
“Elementos cis característicos 
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7. PERSPECTIVAS 
En el presente estudio se logró inducir la expresión del gen reportero uidA (Gus) usando el 
fragmento promotor AY700, correspondiente al gen sacarosa sintetasa. Sin embargo, se 
observó una alta variación en los experimentos de expresión transitoria. Por lo tanto, se 
hace necesario validar los resultados obtenidos utilizando un mayor número de repeticiones 
y controlando las variables que pudieron influir negativamente en los resultados. Se sugiere 
realizar ensayos de transformación genética utilizando Agrobacterium tumefaciens, con el 
fin de evitar la acción de un mayor número de variables que afecten la expresión transitoria. 
El posible carácter inducible de los fragmentos AY700 y AY699 en respuesta a condiciones 
especificas tales como la luz, condiciones anaeróbicas y endospermo, debido a presencia de 
elementos cis reguladores, debe ser tenida en cuanta en futuros estudios. 
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ANEXOS 
ANEXO A. 
Medio osmótico para preparación de callo en proceso de biobalística:  
- 4.43 g/L Sales y vitaminas MS 
- 20 g/L Sacarosa 
- 8 g/L Phytagel 
- Manitol (0.125M) 22.75 g/L 
- Sorbitol  (0.125 M) 22.75 g/L 
- Aforar con agua destilada y desionizada (Tipo I) 
- pH 5.7-5.8 usando KOH 
- Autoclavar 
 
Medio GMI para inducción de callo embriogénico de caña de azúcar: 
- 4.43 g/L Sales y Vitaminas MS 
- 20 g/L Sacarosa 
- Phytagel 3 g/L  
- 2,4-D 150 µL/L (Preparado en DMSO)  
- Aforar con agua tipo I 
- pH 5.7-5.8 usando KOH 
- Autoclavar 
ANEXO B 
Preparación del buffer X-GLUC.  
En 750 ml de agua estéril se adicionaron:  
- 6.9 g de NaH2PO4  
- 8.9 g Na2HPO4  
- 3.72 g de EDTA (10 mM).  
- 0.21 g de K4Fe(CN)6 (0.5 mM).  
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- 0.164 g de K3Fe(CN)6 (0.5 mM).  
- 1 ml de Tritón 100X (0.1 %).  
- Agua estéril, hasta ajustar el volumen a 800 ml.  
- 200 ml de Metanol.  
 
Se utilizó el sustrato X-gluc a una concentración final de 0.5 mg/mL. Disolviendo 25mg de 
X-Gluc en 250 µL de DMSO, la cual se mezcló con 50 ml de la solución buffer.  
 
ANEXO C 
Limpieza del ADN plasmidico lineal de las construcciones genéticas. 
1. Adicionar 1 volumen de isopropanol y 1/10 del volumen de acetato de sodio 
3M. Mezclar por inversión y almacenar a -20 °C por 15 minutos 
2. Centrifugar a 14.000 rpm por 10 minutos (4 °C). Descartar sobrenadante. 
3. Adicionar 1 mL de etanol 70 %, no dar vortex y centrifigar a 14.000 rpm (10 
min). Descartar sobrenadante. 
4. Adicionar 1 mL de etanol absoluto, no dar vortex y repetir passo 2. 
5. Dejar secar y resuspender en 90 µL de H2O destilada y desionizada. 
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ANEXO D. Ubicación de los elementos cis reguladores presentes presentes las regiones 
promotoras del gen Sacarosa Sintetasa (SuSy), Ubiquitina de maíz y CaMV35S.   
Construcciones genéticas 
AY698 AY699 AY700 Ubiquitina-maiz CaMV35S 
Tamaño del fragmento  2025 pb 1282 pb 1303 pb 2000 pb 800 pb 
Elemento cis regulador Posición  Posición  Posición  Posición  Posición  
5UTR Py-rich stretch 285, 1155  285,1155 285, 1155     
A-box 608, 1859 608 608   
ABRE 541 542 542     
AE-box 871 871 871     
ATCT       155   
AuxRR-core       1039 604 
ARE 1548, 1661     372, 1266   
ACE       982   
Box 4   1422, 1650   
Box I       1400   
Box-W1 1898         
Box II -like sequence       1123   
C-box         691 
CCAAT-box 868, 1171 868, 1171 868, 1171 713   
CGTCA-motif 304, 501 304, 501 304, 501 1145 353, 692, 704 
CAAT-box * * * *  * 
CCGTCC-box 608, 1859 608 608     
Circadian 1594     174, 937, 1861 389,472 
dOCT       1088, 1105   
G-box 300, 848, 300, 848 300, 848 20, 765, 1152 369, 653 
GT1-motif     992 366, 1896   
GA-Motif       113, 1318   
GAG-motif       668, 1544   
GATA-motif       1274   
GCN4_motif       820, 1672   
GARE-motif 1923     1396   
GC-motif 865 865 865   777 
HSE 823 823 823 66   
I-box 369 369 369     
LTR 261, 1102 261, 1102 261, 1102     
MNF1       23   
MSA-like       604, 712   
MBS 43 43 43 211   
O2-site 297, 531 531 297, 531 1351, 1571, 1740   
RY-element 1346         
Sp1 
81, 654, 864,962, 
1319, 1965 
81, 654, 864, 
962 
81, 654, 864, 
962 * 612 
Skn-1_motif 399, 1029, 1620 399, 1029 399, 1029 1317, 1675 334,703 
TATA Box * * * * 
451, 739, 
743,744,745 
TGACG-motif 304, 501 304, 501 304, 501 1145 353, 692, 704 
TCA-element 469, 1131 469, 1131 469, 1131 1615   
TGA-element       1373, 1593 692 
TC-rich repeats       189, 430, 1796 340 
TCT motif         322 
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*    
CAAT 698: 22, 37, 60, 61,186, 194, 229, 292, 293, 332, 671, 672, 950, 951, 1002, 1009, 
1036, 1086, 1332, 1385, 1386, 1442, 1443, 1449, 1459, 1557, 1589, 1590, 1649, 1679, 
1846, 1882,1904. 
TATA 698: 191, 192, 193, 194, 195, 210, 222, 225, 792, 906, 913, 914, 915, 916, 990, 
1136, 1371, 1453, 1520, 1672, 1694, 1898.   
CAAT 699: 22, 37, 60, 61, 186, 229, 292, 293, 294, 332, 671, 672, 950, 951, 1002, 1009, 
1036. 
TATA 699: 191, 192, 193, 194, 195, 210, 222, 225, 792, 906, 913, 915, 916, 990, 1136.     
CAAT 700: 22, 37, 60, 61, 186, 229, 292, 293, 294, 332, 671, 672, 950, 951, 1002, 1009, 
1036, 1086. 
 
TATA 700: 191, 192, 193, 194, 195, 210, 222, 225, 792, 906, 913, 914, 915, 916, 990, 
1136 
 
CAAT Ubi: 48, 174, 233, 234, 235, 305, 515, 745, 746, 952, 1161, 1289, 1469, 1470, 1932 
TATA Ubi: 62, 63, 65, 122,123, 124, 127, 129, 130, 132, 154, 156, 157, 164, 188, 200, 
201, 265, 273, 319, 320, 321, 323, 337, 340, 375, 376, 377, 378, 379, 392, 406, 416, 422, 
440, 459, 466, 477, 478, 480, 490, 504, 534, 870, 871, 1291, 1292, 1421, 1508, 1526, 1539, 
1649, 1733, 1751, 1763, 1820, 1821, 1822, 1823, 1825, 1840, 1841, 1842, 1843, 1863, 
1892, 1905 
Sp1 Ubi: 957, 996, 999, 1000, 1001, 1002, 1003, 1004, 1005, 1006, 1368, 1588,  
 
CAAT 35S: 264, 332, 425, 426, 427, 428, 429, 478, 501, 536, 547, 673, 711. 
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Anexo E. Diagrama de ubicación de las diferentes categorías de elementos cis reguladores 
de cada promotor.  
Ubiquitina 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SuSy 
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CaMV35S 
 
